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“Arbok, poison sting attack!” 
(Jessie – Pokemon®) 
   
RESUMO 
 
Os acidentes causados pelas picadas de serpentes acometem por volta de 
5,4 milhões de pessoas por ano, sendo que cerca de 109,5 mil terminam com 
um desfecho fatal. As vítimas sobreviventes podem apresentar sequelas físicas 
permanentes devido a necrose do tecido local e, por vezes, sequelas 
psicológicas. Assim, estes tipos de acidentes representam um problema de 
saúde pública que afeta principalmente as pessoas que vivem em áreas rurais 
da Ásia, África e América Latina. Além disso, na América Latina, a maioria dos 
acidentes ofídicos são causados por espécies de serpentes da família Viperidae. 
As peçonhas das Viperidae contêm uma alta percentagem de metaloproteases 
zinco-dependentes que desempenham um papel relevante na patogênese da 
hemorragia característica destes envenenamentos. Entretanto, algumas serina 
proteases estão diretamente envolvidas nesses eventos proteolíticos, causando 
perturbações na hemostasia observada após o envenenamento. Resultados de 
experimentos in silico e in vitro mostram que a hesperitina é capaz de se ligar a 
serina proteases de três espécies de serpentes distintas e inibir a serina protease 
de duas formas uma como inibidor reversível acompetitivo e como inibidor 
reversível misto. Nossos objetivos foram estudar as interações entre as quatro 
serina proteases e a hesperitina, e comparar com as interações entre as 
proteases alvo e os correspondentes anticorpos através das técnicas 
espectroscópicas. Os procedimentos de isolar, purificar e caracterizar as 
proteínas alvo foram finalizados com sucesso. Também, a hesperitina foi obtida, 
purificada e caracterizada. Aplicando as técnicas bioquímicas, a atividade e a 
inibição da ação das serina proteases alvo foram descritas e apontam para uma 
potente ação da hesperitina perante as quatro proteínas alvo. Métodos biofísicos 
foram aplicados para descrever as interações entre proteases alvo e a 
hesperitina. Finalmente, as serina proteases alvo em interações com os 
anticorpos anti-serina proteases foram estudadas e essas interações foram 
comparadas com as observadas e descritas com a hesperitina. Concluímos que 
as interações com a hesperitina poderão ser exploradas para inibir a ação das 
serina proteases logo após acidente ofídico e em ação sinérgica com os 
antídotos.     
 
   
 
 
ABSTRACT 
 
Accidents caused by snake bites affect around 5.4 million people a year, with 
about 109,500 ending with a fatal outcome. Surviving victims may have 
permanent physical sequelae due to local tissue necrosis and sometimes 
psychological sequelae. Thus, these types of accidents represent a public health 
problem that mainly affects people living in rural areas of Asia, Africa and Latin 
America. In addition, in Latin America, most ophidian accidents are caused by 
species of snakes the Viperidae family. Viperidae venoms contain a high 
percentage of zinc-dependent metalloproteases that play a relevant role in the 
pathogenesis of the haemorrhaging characteristic of these poisonings. However, 
some serine proteases are directly involved in these proteolytic events, causing 
disturbances in hemostasis observed after poisoning. Results of in silico and in 
vitro experiments show that hesperitin is capable of binding the serine proteases 
of three distinct snake species and inhibiting the serine protease in four ways as 
a reversible uncompetitive inhibitor and a reversible mixed inhibitor. Thus, our 
objectives were to study the interactions between the four serine proteases and 
hesperitin, as well as to compare these with the interactions between the target 
proteases and the corresponding antibodies through the spectroscopic 
techniques. The procedures for isolating, purifying and characterizing target 
proteins were successfully completed. In addition, we obtained, purified and 
characterized hesperitin. Utilizing biochemical techniques the activity and 
inhibition of the target serine proteases were described and point to of a potent 
action of hesperitin on the four target proteins were calculated. Utilizing 
biophysical methods were used to describe the interactions between target 
proteases and hesperitin. Finally, target serine proteases in interactions with the 
anti-serine protease antibodies were studied and those interactions were 
compared to the ones observed and described with hesperitin. We concluded 
that interactions with hesperitin can be exploited to inhibit the action of serine 
proteases soon after an ophidian accident and in synergistic action with the 
antidotes. 
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1. INTRODUÇÃO 
Anualmente no mundo ocorrem cerca de 5,4 milhões de picadas de 
serpentes, segundo a Organização Mundial da Saúde (do inglês: World Health 
Organization – WHO) [WHO, 2018], resultando em 1,8 a 2,7 milhões de casos 
de envenenamento, dos quais se estima que o número de mortes varie entre 
81.000 a 138.000 por ano e que cerca de 400.000 pessoas fiquem 
permanentemente deficientes. 
 A maioria das vítimas são mulheres e crianças pobres da zona rural, 
sendo as crianças as mais propensas a sofrerem graves efeitos devido à sua 
menor massa corporal [WHO, 2018]. 
 No caso de picadas de serpentes peçonhentas, alguns quadros de 
emergências médicas agudas podem ser observados, como: paralisia grave que 
pode impedir a respiração, distúrbios hemorrágicos que podem levar a 
hemorragia fatal, insuficiência renal irreversível e destruição tecidual local que 
pode causar incapacidade permanente e amputação [WHO, 2018]. 
 Atualmente o tratamento efetivo para o envenenamento por picada de 
serpentes está indisponível em muitos países, sendo que, nos locais em que o 
tratamento está disponível, o custo pode ser elevado [WHO, 2018].  
1.1. Terapias antivenômica com imunoglobulinas 
Muitos avanços foram feitos [Chippaux e Goyffon, 1998] desde a 
descoberta da terapia antivenômica, há mais de um século [Russell, 1988; Bon 
e Goyon, 1996]. 
Os primeiros relatos de imunização contra a peçonha de serpentes, datam 
de 1887, quando Sewall imunizou uma pomba contra a peçonha da Sistrurus 
catenatus (Massasauga), usando inoculações repetidas peçonha tratado com 
glicerina [Sewall, 1887]. O pombo resistiu mesmo após seis doses letais da 
peçonha. Entretando o protocolo experimental foi vago e não padronizado 
[Chippaux e Goyffon, 1998]. Anos depois, Phisalis e Bertrand [1894], usando a 
peçonha desintoxicada pelo calor, demonstraram atividade antitóxica do sangue 
de animais imunizados contra a peçonha da Vipera aspis (Víbora europeia). 
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No mesmo ano Calmette [1894], estudou três protocolos de imunização 
quando trabalhava com a peçonha da Cobra vietnamita, primeiro em Saigon e, 
depois, no Instituto Pasteur, Paris. Ele observou que o soro de animais vacinados 
possuía atividade terapêutica, assim como Phisalix e Bertrand. Depois dos seus 
estudos, Calmette foi o primeiro a preparar comercialmente o antiveneno para 
uso medicinal contra picadas da Naja indiana (Naja naja), tornando-se o 
promotor da terapia antivenômica [Chippaux e Goyffon, 1998]. Muitos cientistas 
começaram a desenvolver antivenenos, posteriormente, em seus próprios 
países (McFarland nos EUA, em 1899; Tidwell na Austrália, em 1902; Vital Brazil 
no Brasil, em 1905; Ishizaka no Japão, em 1907) usando os protocolos de 
Calmette [Russell, 1988; Hawgood, 1992].  
Embora a metodologia da preparação do antiveneno não tenha avançado 
muito desde sua descoberta, os procedimentos de purificação e os modos de 
utilização mudaram consideravelmente [Chippaux e Goyffon, 1998]. O único 
tratamento específico para picadas de serpentes são antídotos obtidos a partir 
do plasma de cavalos que foram hiperimunizados, chamados soro antiofídico 
[Fernandes et al., 2000]. Mas, infelizmente, esses anticorpos podem gerar 
reações adversas devido à incompatibilidade imunológica. Os sintomas podem 
variar desde os mais leves, como calafrios, febre e náuseas, até os mais graves, 
como broncoespasmos e choque anafilático [Morais e Massaldi, 2009].  
No entanto, os antivenenos continuam sendo a única terapia específica 
para casos de envenenamento [Chippaux, Goyon e White, 1991]. A aplicação 
intravenosa de soro antiofídico é o tratamento mais eficaz nesses 
envenenamentos, sendo específico para cada gênero de serpente [Azevedo-
Marque, Cupo e Hering, 2003]: 
• Soro antibotrópico (SAB): 1 mL neutraliza 5,0 mg da peçonha das jararacas; 
• Soro anticrotálico (SAC): 1 mL neutraliza 1,5 mg da peçonha das cascavéis; 
• Soro antielapídico (SAE): 1 mL neutraliza 1,5 mg da peçonha de corais. 
Pouco se sabe sobre os isotipos IgG produzidos a partir de plasma de 
cavalo, apesar da longa experiência com terapia antiofídica. Mesmo se sabendo 
pouco sobre os isotipos de IgG, é de extrema importância conhecer o perfil do 
isotipo IgG dos antídotos, assim como o papel que desempenha cada isotipo na 
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neutralização da toxina, uma vez que idealmente apenas os isotipos eficazes 
devem ser administrados aos pacientes [Fernandes et al., 2000].  
Com base na sua mobilidade imunoeletroforética, os isotipos IgG de 
cavalo foram denominados como IgGa, IgGb, IgGc e IgG(T) [Klinman et al., 
1965]. O Instituto Butantan isolou o IgG(T) e IgGa, a fim de esclarecer o papel 
dos principais isotipos presentes nos antivenenos botrópicos e crotálicos, e suas 
capacidades de neutralização foram avaliadas [Fernandes, Takehara e Mota, 
1991; Fernandes et al., 1994 e 1997]. Esses dois isotipos, IgG(T) e IgGa, 
continham a maioria dos anticorpos específicos do antiveneno, responsáveis 
pela neutralização da letalidade e de outras atividades importantes do veneno 
[Fernandes et. al., 2000]. A Unidade de Emergência (U.E.) do Hospital das 
Clínicas da FMRP-USP [Azevedo-Marque, Cupo e Hering, 2003] recomenda aos 
pacientes picados por serpentes, levar o animal até a U.E. assim, é possível 
reconhecer se o animal apresenta características de serpentes peçonhentas.  
1.2.  Acidentes ofídicos no Brasil e gênero Bothrops 
O Brasil apresenta diversas famílias de serpentes. Dentre elas, somente 
duas abrangem as serpentes consideradas peçonhentas: a família Viperidae, 
destacando-se a subfamília Crotalinae, à qual pertencem os gêneros Bothrops 
(jararacas), Crotalus (cascavéis) e Lachesis (surucucus); e a família Elapidae, 
que engloba o gênero Micrurus (corais verdadeiras) [Azevedo-Marques, Cupo e 
Hering, 2003; Melgarejo, 2003].  
Dos envenenamentos por picadas de serpentes, 90% são atribuídos ao 
gênero Bothrops, uma vez que essa serpente possui uma ampla disseminação 
no território brasileiro [Bochner, Fiszon e Machado, 2014].  As espécies de 
serpentes do gênero Bothrops foram distribuídas em cinco gêneros segundo a 
nova classificação proposta por Fenwick et al. [2009]: Bothriopsis, 
Bothrocophias, Bothropoides, Bothrops e RhinocerophisI.  
No Brasil, existem duas espécies representantes do gênero Bothriopsis, com 
incidência nas Matas Amazônica e Atlântica, essa como início na região 
Nordeste indo até o Rio de Janeiro [Campbell e Lamar, 2004; Lira-da-Silva et al., 
2009; Melgarejo, 2003]. Na Amazônia ocidental está presente a única 
representante brasileira do gênero Bothrocophias [Bérnils, 2009]. No gênero 
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Bothropoides, foram alocadas 11 espécies que antes pertenciam ao gênero 
Bothrops. Dentro desse gênero destacam-se as Bothrops jararacas uma das 
principais serpentes causadoras de acidentes nas regiões sudeste, sul e centro-
oeste [Campbell e Lamar, 2004; França e Málaque, 2003; Lira-da-Silva et al., 
2009; Melgarejo, 2003; Ribeiro e Jorge, 1997]. Quatro espécies, agora, estão 
alocadas no gênero Rhinocerophis, as quais ocorrem nas regiões do centro-
oeste, sudeste e sul do Brasil [Melgarejo, 2003].  
Na nova classificação [Fenwick et al., 2009], oito espécies permaneceram 
no gênero Bothrops e podem ser encontradas em todas as regiões do país.  
As vítimas de ofidísmo no Brasil dispõem de ajuda médica em postos de 
saúde ou clínicas associadas ao Sistema Único de Saúde (SUS). Esses 
estabelecimentos são os únicos que dispõem de um estoque de antídotos e são 
capazes de disponibilizá-los aos pacientes em poucas horas após o acidente 
[Bochner, Fiszon e Machado, 2014]. 
1.3. Serina proteases (SP) 
As peçonhas de serpentes possuem em sua composição uma mistura 
complexa de proteínas e peptídeos em torno de 90% do peso seco, como 
também de moléculas de baixa massa molecular, tais como aminas biogênicas, 
aminoácidos, carboidratos, ácido cítrico e seus sais; e compostos inorgânicos 
como cálcio, cobalto, cobre, ferro, fósforo, magnésio, manganês, potássio, sódio, 
zinco. Essa mistura complexa de proteínas, carboidratos e íons é excretada por 
glândulas exócrinas especializadas, contribuindo para a morte e digestão da 
presa [Aragón-Ortiz e Bolaños-Herrera, 1977; Doery, 1956; Francis, Seebart e 
Kaiser, 1992; Friederich e Tu, 1971]. 
As glândulas de peçonha das Viperidae são ricas em enzimas 
proteolíticas (metaloproteases e serina proteases) que contribuem para a 
digestão da presa e afetam várias funções fisiológicas, como agregação 
plaquetária, coagulação sanguínea, fibrinólise, alteração da pressão sanguínea 
e sistema nervoso [Serrano, 2013; Valeriano-Zapana et al., 2012]. As proteínas 
encontradas nas peçonhas de espécies diferentes podem variar na abundância 
e na sequência de aminoácidos e, assim, contribuir para as diferenças na 
atividade biológica global de peçonhas individuais. A variabilidade na 
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composição de proteínas entre as peçonhas de serpentes de indivíduos de 
diferentes origens geográficas, sexo ou idade é um fenômeno bem documentado 
e essa variabilidade tem implicações muito importantes para a produção e 
utilização de antídotos terapêuticos no tratamento de envenenamentos ofídicos 
[Alape-Girón et al., 2009; Barlow et al., 2009; Calvete et al., 2010; Chippaux, 
Williams e White, 1991]. 
As serina proteases das peçonhas, pertencentes à família das 
quimotripsinas, podem hidrolisar ligações peptídicas ou ésteres [Ribeiro et al., 
2010]. O centro ativo da serina protease é caracterizado pelo resíduo da serina 
195 (Ser195). A cadeia lateral da Ser195 forma ligação de hidrogênio com o anel 
imidazólico da histidina 57 (His57). O grupo –NH desse anel forma ligação de 
hidrogênio com o grupo carboxilato do aspartato 102 (Asp102), sendo esta 
constelação de radicais chamada de tríade catalítica [Patiño et al., 2013]. 
As serina proteases de peçonha de serpente (do inglês, Snake venom 
serine protase, SVSP) são bastante específicas para seu substrato [Serrano e 
Maroun, 2005]. As serina proteases tipo trombina (do inglês, Thrombin-like 
snake venom serine protases TL-SVSPs) são definidas pela sua capacidade de 
clivar o fibrinogênio [Stöcker, Fischer e Meier, 1982], liberando fibrinopeptídeos 
via clivagem de ligações Arg-Lis nas cadeias α e β do fibrinogênio, de modo que 
convertem o fibrinogênio em fibrina. Os monômeros de fibrina espontaneamente 
polimerizam, após a liberação dos fibrinopeptídeos, formando o trombo. O 
trombo formado pela TL-SVSPs é rapidamente dissolvido pela plasmina. Esta 
formação repetida e subsequente dissolução de trombos produz a coagulopatia, 
levando à incapacidade de formar trombos estáveis. Muitas SVSPs induzem a 
degranulação (reação de liberação) e agregação de plaquetas [Mackessy, 2009] 
Figura 1. 
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Há duas etapas na clivagem da ligação peptídica catalisada pela SVSP, 
a acilação e a desacilação, sendo esta última a etapa limitante [Hartley e Kilby, 
1954]. Primeiramente ocorre o ataque nucleofílico ao carbono carbonílico do 
substrato (1) através do átomo de oxigênio da hidroxila da Ser195. Este primeiro 
passo é catalisado pelo átomo de nitrogênio do grupo imidazol da His57 agindo 
como uma base de Lewis, sendo o aceptor do hidrogênio da hidroxila da Ser195. 
O oxiânion transitório da Ser195 (2) é estabilizado por ligações de hidrogênio 
com os grupos –NH da cadeia peptídica de His057 (não é conservada em todas 
as SVSP). O ataque nucleofílico subsequente forma um intermediário tetraédrico 
ao lado da His057 do íon imidazólio (3). A catálise ácida pelo íon imidazólio 
conduz à formação do complexo de acil-enzima (4) e a liberação do produto 
aminado. A desacilação é realizada por ataque nucleofílico ao carbono acílico 
pela água (5). Assim, o hidrogênio do grupo hidroxila da Ser195 encontra-se no 
produto de amina (6) durante cada ciclo catalítico e é substituído pelo hidrogênio 
da água, Figura 2 [Hedstrom, 2002; Mackessy, 2009; Polgár, 1971].  
Figura 1: Esquema ilustrando processo de coagulação do sangue, vias fibrinolíticas e agregação 
plaquetária e os locais de ação das SVSPs. PDF = Produtos da degradação da fibrina. Adaptado 
de Serrano [2013] 
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1.4. Inibidores de SVSPs 
Pesquisadores de várias áreas do conhecimento se sentiram atraídos em 
buscar no reino animal e vegetal por inibidores proteicos naturais de proteases, 
particularmente entre as leguminosas. Nutricionistas intrigaram pelo valor 
nutritivo das proteínas vegetais em geral e as sementes de leguminosas 
particularmente [Birk, 1985]. Dentre todas as leguminosas, a soja assumiu um 
papel importante na alimentação animal e humana. Em 1917, pesquisadores 
notaram que a menos que a soja seja cozida por várias horas, ela impedia o 
crescimento normal de ratos [Osborne e Mendel, 1917].  
Foi descoberta na soja uma proteína termolábil que inibe a atividade 
proteolítica da tripsina [Bowman, 1944; Ham e Sandsted, 1944]. Outros 
experimentos mostraram que quando a farinha de soja foi aquecida a altas 
Figura 2: Ilustração do mecanismo de ação da serina protease. O ataque nucleofílico ocorre pelo 
resíduo de Ser195, estabilizado pelos resíduos de His057 e Asp102. Adaptado de Berg, 
Tymoczko e Stryer, 2012 
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temperaturas, aumentou proporcionalmente a destruição do inibidor de tripsina 
[Westfall e Hague, 1948]. 
Após a descoberta dessa proteína que inibe a atividade da tripsina, vários 
pesquisadores utilizaram o inibidor de tripsina de soja (do inglês: soybean trypsin 
inhibitor, SBTI) para inibir as SVSPs de diferentes espécies de serpentes com 
diferentes atividades. A Tabela 1, a seguir, apresenta os diferentes tipos das 
SVSPs, que também podem ser vistas na Figura 1, de diferentes espécies de 
serpentes. 
Tabela 1: Utilização do SBTI como inibidor de diferentes tipos de serina proteases de diferentes 
espécies de serpentes. Adapdado de Serrano e Maroun [2005] 
Espécie de serpente Tipos de SVSP Referência 
Agkistrodon contortrix 
contortrix 
Ativador da proteína C 
Kisiel et al., 1987; 
Stöcker et al., 1987; 
Orthner, Bhattacharya e 
Strikland, 1988 
Bothrops atrox e B.  
moojeni 
Coagulante (A) 
Stöcker e Barlow, 1976; 
Itoh et al., 1987; 
Stöcker, Fischer e Meier, 
1982 
Kirby et al., 1979 
Cerastes vipera 
Fibrinogenolítico (Aα e Bβ) 
e agregação plaquetária 
Farid, Tu e el-Asmar, 
1990. 
Cerastes cerastes 
Agregação de plaquetas, 
coagulante (A) e 
clivagem da cadeia  do 
fibrinogênio 
Dekhil et al., 2003; 
Marrakchi et al., 1995 
Lachesis muta muta Coagulante (A) e giroxina Magalhães et al., 1993 
 
Porém destas SVSPs o SBTI só inibiu as serina proteases das serpentes 
A. contortrix contortix e C. ceraste. 
Outros compostos citados na literatura que inibem as SVSPs são: o 
fluoreto de fenilmetilsulfonil (do inglês: phenylmethylsulfonyl fluoride, PMSF) 
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[Itoh et al.,1987; Valeriana-Zapana et al., 2012], p-nitrofenil p-guanidinobenzoato 
(do inglês: p-nitrophenyl p-guanidinobenzoate, NPGB) [Orthner, Bhattacharya e 
Strikland, 1987; McMuller, Fujikawa e Kisiel, 1989; Zhang et al., 1995], fenilalanil-
prolil-arginil-clorometil cetona (do inglês, phenylalanyl-prolyl-arginyl-
chloromethyl ketone PPACK) [Bode et al., 1989; Bode, Truk e Karshikov, 1992], 
benzamidina [Stürzebecher, Stürzebecher e Markwardt, 1986; Zhang et al., 
1995], agmatina [Zaganalli et al., 1996], 2-macroglobulina [Pandya e Budzynski, 
1984; Matsui et al., 1998], fluoreto de aminoetil-benzeno-sulfonilo (vendido como 
Pefabloc®) [Lee et al., 1999; Swenson e Markland Jr., 2005], ditiotreitol (do inglês: 
dithiothreitol, DTT) [Niewiarowsk et al., 1979; Mukherjee e Mackessey, 2013], 
tosil lisil clorometilcetona (do inglês: tosyl lysyl chloromethylketone, TLCK) 
[McMullen, Fujikawa e Kisiel, 1989; Cho et al., 2001] e 4',6-diamidino-2-fenilindol 
(do inglês: 4’,6-diamidino-2-phenylindole, DAPI) [Amiconi et al., 2000]. 
Um exemplo do um inibidor capaz de se ligar e bloquear a atividade da 
serina proteases é a Textilinina-1. Esta pode ser isolada da peçonha da serpente 
marrom Australiana, Pseudonaja textilis [Millers et al., 2009]. 
O mesilato de nafamostato (MN) é um inibidor de serina proteases que 
apresenta efeitos modificadores e propriedades anticoagulantes. É uma 
substância utilizada na Ásia, principalmente como anti-inflamatório para, por 
exemplo, pancreatite [Inman e Chiu, 2012].  
Com o avanço da tecnologia, o uso de ferramentas computacionais 
facilitou os estudos de ligação enzima-inibidor. Um exemplo disso Vander dos 
Santos et al. [2018] verificou por atracamento (do inglês: docking) que o MN não 
se liga à serina protease da serpente Agkistrodon halys, mostrando que o MN 
inibe serina proteases da bactéria Chlamydia trachomatis [Inman e Chiu, 2012] 
e não de serpentes.  
Outros exemplos de estudo in silico mostram que a hesperitina é capaz 
de inibir serina proteases das serpentes Deinagkistrodon acutus [Panda e 
Ehsan, 2018] e Agkistrodon halys [Vander dos Santos et al., 2018]. 
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1.5. Hesperitina (Hst) 
A hesperidina (5,3’-dihidroxi-4’-metoxi-7-O-glucoramnosideo, Hsd) é um 
bioflavonoide que pertence à classe das flavanonas, com fórmula molecular 
C28H34O15 e massa molecular de 610,561 Da. A hesperitina (5,7,3’-trihidroxi-4’-
metoxi flavanona), por sua vez, possui massa molecular de 302,278 Da e fórmula 
molecular C16H14O6, sendo a forma aglicona da hesperidina, Figura 3 [Haynes, 
1967]. 
Diferentes estudos mostraram que a hesperitina possui propriedades 
biológicas muito interessantes como antioxidante [Kim et al., 2004], anti-
inflamatório [Rotelli et al., 2003], anticâncer [Gurushankar et al., 2014], no 
controle glicêmico [Xue et al., 2016] e na diferenciação de adipócitos [Gamo et 
al., 2014]. Alguns estudos utilizaram flavonoides como inibidores de serina 
protease como no vírus da dengue [de Sousa et al., 2015], da replicação do vírus 
Chikungunya [Ahmadi et al., 2016] e atuantes como inibidores acompetitivo ou 
misto da serina protease da peçonha da serpente Crotalus simus [Vander dos 
Santos et al., 2018]. 
Flavonoides são metabólitos secundários das plantas e representam, em 
grandes proporções, os polifenóis encontrados em sementes, córtex, polpa, 
folha e flores de várias espécies de plantas, frutas e ervas [Ikan, 1991]. Os 
flavonoides podem ser considerados compostos C6-C3-C6, nos quais cada 
radical C6 representa um anel benzênico. Variações no estado de oxidação do 
carbono do radical C3 determinam as propriedades e a classe de cada 
composto. Esses compostos podem ser divididos em seis subgrupos que são: 
A A C C 
B B 
Figura 3. Estrutura molecular da hesperidina (à esquerda) e da hesperitina (à direita). Nota-se que 
a diferença entre elas está na presença (ou ausência) da rutinose, um dissacarídeo formado por 
uma ramnose ligada a uma glicose 
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(a) flavanona, (b) flavan-3-ol, (c) flavona, (d) flavon-3-ol, (e) antocianinas e (e) 
isoflavonas [Tasic et al., 2016]. 
Ao ser consumida, a hesperidina é hidrolisada pela microbiota do intestino 
humano, tendo a parte da ramnose removida do grupo rutinósideo, produzindo 
a hesperitina-7-O-glucosideo. Esta última é hidrolisada no intestino delgado pela 
lactase-florozina hidrolase, produzindo a hesperitina, que é absorvida pelos 
colonócitos [Nielsen et al., 2006; Brand et al., 2008]. Uma vez absorvida, a 
hesperitina é totalmente metabolizada pelas UDP-glicoronosiltransferases e 
sulfotransferases, produzindo compostos glicoronidados e/ou sulfatados 
[Bredsdorff et al., 2010]. Há estudos que mostram que algumas bactérias do 
gênero Bifidobacterium da microbiota humana estão envolvidas na hidrólise de 
polifenóis glico-conjugadas, como a hesperidina, liberando suas formas 
agliconas, como a hesperitina [Rossi et al., 2013; Amaretti et al., 2015]. 
Porém, para se obter a hesperitina a partir da extração da hesperidina de 
frutas cítricas, usualmente, o processo mais utilizado é químico, via hidrólise da 
hesperidina na presença de ácidos, solventes orgânicos e água [Wingard, 1979; 
Grohmann, Manthey e Cameron, 2000; Evseeva, Andreeva e Oganesyan, 2014]. 
É de grande importância conhecer a solubilidade da hesperitina em vários 
solventes orgânicos e temperaturas, para obter um bom processo de separação, 
hidrólise e purificação [Liu e Chen, 2008]. 
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2. OBJETIVOS 
2.1  Extrair a hesperidina da casca da laranja e padronizar o processo para 
sua hidrólise; 
2.2  Caracterizar a hesperitina obtida; 
2.3  Isolar as serina proteases do veneno de serpentes do gênero Bothrops e 
caracterizar as proteínas alvo aplicando técnicas biofísicas e bioquímicas; 
2.4  Analisar as interações entre as serina proteases (BaSP e BjSP) e 
anticorpos antisserina proteases, como também, com a hesperitina; 
2.5  Propor os mecanismos de interação entre a hesperitina com as duas 
serina proteases. 
3. MATERIAIS E MÉTODOS 
3.1. Extração e hidrólise da hesperidina 
Para a obtenção da hesperidina, foram utilizadas amostras de bagaço de 
laranja. Estas amostras foram secas em estufa a 70 °C para evaporação da 
água. Após a secagem, a amostra foi triturada e, aproximadamente, 100 g foram 
colocados em um papel filtro, colocado no extrator de Soxhlet. Adicionaram-se 
500 mL de éter etílico a um balão de fundo redondo de 1000 mL, acoplando-o 
ao extrator acoplado a um condensador. A extração com éter foi conduzida por 
1,5 h sob refluxo intenso para a remoção dos óleos essenciais. Retirou-se o 
papel filtro do extrator e deixou-se evaporar todo o éter. Em outro balão, 
contendo 700 mL de metanol, foi acoplado ao Soxhlet e o papel filtro foi 
recolocado para uma nova extração que durou cerca de 4 h. Após o término da 
extração, o metanol foi removido com o auxílio de um rotaevaporador até a 
amostra estar viscosa.  
Para a precipitação da hesperidina, adicionaram-se 250 mL de uma 
solução de ácido acético 6%. O precipitado sólido de cor amarela foi centrifugado 
a 5.000 rpm por 15 min. O sobrenadante foi removido e o precipitado foi lavado 
com água destilada. A recristalização da hesperidina foi realizada, adicionaram-
se 20 mL de dimetilsulfóxido (DMSO) ao sólido seguido de um aquecimento de 
70 °C sob agitação constante até que a hesperidina fosse totalmente dissolvida. 
Então, adicionou-se 20 mL de água destilada, gota-a-gota, à mistura sob 
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agitação. A solução resultante foi posta em geladeira por dois dias. Após esse 
período, a amostra foi filtrada, lavada com água aquecida e iso-propanol, e seca 
em dessecador até massa constante. A recristalização foi feita dissolvendo a 
hesperidina em DMSO, cuja concentração não poderia ultrapassar 5% em 
massa de hesperidina. Aqueceu-se a solução a 80 °C e adicionou-se o mesmo 
volume de solução de ácido acético 6%. Deixou-se em repouso na geladeira por 
um dia e, no dia posterior, a hesperidina foi filtrada e lavada com água aquecida 
e isopropanol [Tasic et al., 2013]. 
Para a hidrólise da hesperidina, foi preparada uma mistura contendo 30 g 
de ácido sulfúrico concentrado (d = 1,860 g mL-1) adicionando com cuidado a 
270 g de etanol (d = 0,789 g mL-1) e, depois de misturado, 30 g de ácido acético 
(d = 1,060 g mL-1), obtendo uma mistura em proporção 1 : 1:  9 v/v/v (CH3COOH 
: H2SO4 : C2H5OH). Em um balão de fundo redondo de 1000 mL, foi colocado 1,0 
g de hesperidina e, posteriormente, adicionou-se todo o volume da mistura de 
solventes. A reação foi mantida 8,5 h sob refluxo [Evseeva, Andreeva e 
Oganesyan, 2014]. Após o término da hidrólise, o solvente foi retirado por auxílio 
de um rotaevaporador, restando somente um líquido de alta viscosidade (pH = 
0,0) da mistura, contendo a hesperitina. Mediu-se o volume da solução de alta 
viscosidade de hesperitina. Adicionou-se a essa solução, um volume duas vezes 
e meia (2,5) maior de água destilada quente, sob agitação, e foi resfriada até o 
outro dia, para precipitação de impurezas. No dia seguinte, a solução foi filtrada 
com auxílio de um filtro Millipore. Ao sobrenadante foi adicionada, aos poucos e 
sob agitação, a solução de hidróxido de sódio sólido (1,0 mol L-1, NaOH) até a 
precipitação da hesperitina (pH entre 1,6 e 1,9), que foi então filtrada e deixada 
para secar em dissecador até massa constante. A recristalização foi realizada 
segundo Seitz e Wingard Jr. [1978]. A hesperitina foi dissolvida em 5 mL de 
acetona a quente (50 °C) e sob agitação. Depois foram adicionados 5 mL de 
ácido acético 6% e resfriou-se em geladeira por 2 dias. 
3.2. Caracterização da hesperidina e hesperitina 
3.2.1. Espectroscopia no UV-Vis (UV-Vis) 
 Solubilizou-se 0,200 mg de hesperidina, comercial (Sigma-Aldrich) e 
extraída; e hesperitina comercial (Sigma-Aldrich) e hesperitina hidrolisada, a 
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partir da hesperidina (esta, que doravante, será chamada somente de 
hesperitina), em 20 L acetato de etila. A esses 20 L foram adicionados mais 3 
mL de etanol absoluto e foi feita a varredura em uma faixa de 250 - 400 nm (AJX-
6100PC Espectrfotômetro Duplo Feixe, AJMICRONAL). 
3.2.2. Cromatografia em camada delgada (do inglês: Thin layer 
chromatography, TLC) 
 Em uma placa de sílica (TLC Silica gel 60 F254), foram adicionadas 
pequenas alíquotas com a ajuda de um capilar de hesperitina comercial e 
hesperitina obtida (foram usadas as soluções em acetato de etila). A fase móvel 
foi composta por clorofórmio, metanol e água em uma proporção de 23 : 12 : 2 
v/v/v, respectivamente [Janeczko et al., 2003]. A revelação foi feita com uma 
mistura de sílica e iodo. 
3.2.3. Calorimetria Diferencial de Varredura (do inglês: Differential scanning 
calorimetry, DSC) 
Massas entre 5 a 7 mg de hesperitina comercial e de hesperitina foram 
colocadas, separadamente, em um porta-amostra de alumínio e o conjunto foi 
colocado no equipamento de DSC (Universal V4.2E TA Instruments), juntamente 
com um porta-amostra vazio como referência. O sistema foi mantido a um fluxo 
de nitrogênio para a obtenção de uma atmosfera inerte durante a análise. 
 As amostras foram submetidas a um aquecimento em cinco etapas: 
isoterma a 25 °C por 2 min; aquecimento até 300 °C, com rampa de aquecimento 
de 20 °C min-1; isoterma a 300 °C por 2 min; resfriamento de 300 a 25 °C, com 
uma rampa de resfriamento a 20 °C min-1 e isoterma a 25 °C por 2 min. 
 Com os termogramas, foram determinados os pontos de fusão e a entalpia 
de fusão (Hf). 
3.2.4. Difração de raios X (do inglês: X-ray diffraction, XRD) 
 Foi utilizado um difratômetro de raios X (Shimadzu XDR7000), com alvo 
metálico de cobre (Cu = 0,1542 nm), operado a 40,0 kV e 30,0 mA. Os padrões 
de difração foram obtidos na região de 5° a 50° a uma velocidade de 2,0 deg 
min-1. 
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3.2.5. Dicroísmo Circular da hesperitina (do inglês: Circular dichroism, CD) 
 Para estimar a configuração absoluta da hesperitina foi feito o espectro de 
CD em um espectropolarímetro J-720 (JASCO) com a temperatura fixa em 40 
°C. Foi utilizada uma cubeta quartzo de 0,1 cm, em uma faixa do comprimento 
de onda correspondente a 250-400 nm, com resolução de 0,2 nm, com tempo 
de resposta de 1 s, com velocidade de 20 nm min-1 e 16 acumulações. Uma 
solução etanólica com 0,6% de DMSO na concentração de 0,025 g L-1 da 
hesperitina foi preparada. A elipticidade molar () em deg cm² dmol-1 foi 
calculada pela Equação 1: 
𝚯 =
𝒎°  ∙ 𝑴𝑴
𝟏𝟎 ∙ 𝒃 ∙ 𝑪
 Equação 1 
 
na qual m° é a elipticidade em milidegrees, MM é a massa molecular da 
hesperitina (302,29 g mol-1); b é o caminho óptico (0,1 cm) e C é a concentração 
da solução de hesperitina, em g L-1 [Lévèques et al., 2012]. 
3.2.6. Cromatografia com fluído supercrítico de ultra alta eficiência (do inglês: 
Ultra high performance supercritical fluid chromatography, UHP-SFC) 
 A separação e quantificação dos enantiômeros da hesperitina foram feitos 
com a UHP-SFC (Acquity UPC²). A corrida cromatográfica foi obtida, utilizando 
como fase estacionária amilose, coluna Acquity UPC2 Trefoil AMY1 Waters (2,1 x 
50 mm – 2,5 μm), eluindo isocraticamente com a fase móvel: 70% CO2 : 30% 
metanol, vazão de 1,5 mL min-1, à temperatura de 40 °C, pressão de 1500 psi, e 
utilizando como padrão hesperitina (Hst, Sigma-Aldrich, pureza >95%). Fez-se 
uma curva de calibração, utilizando as concentrações de Hst: 0,5; 1,4; 3,2; 5,0 e 
10,5 mg mL-1. 
3.2.7. Espectroscopia no Infravermelho com transformada de Fourier (do 
inglês: Fourier transform infrared, FT-IR) 
 Os espectros da hesperitina no infravermelho (FT-IR) foram obtidos no 
equipamento (CARY 630 spectrophotometer-Agilent Technologies, USA) em 
uma faixa de 4000 a 400 cm-1 e uma resolução de 4 cm-1. 
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3.2.8. Ressonância magnética nuclear de ¹H e de ¹³C (do inglês: Nuclear 
magnetic resonance, NMR, ¹H NMR; ¹³C NMR) 
Uma massa de, aproximadamente, 20 mg de hesperitina foi pesada e 
dissolvida em 700 L de DMSO deuterado (DMSO-d6) e os espectros de NMR 
foram obtidos no espectrómetro Bruker Avance III de 600 MHz equipado com 
uma sonda de 5 mm (TBI) a 25 ° C. Os espectros de 1H NMR (1D, 600,173 MHz) 
foram obtidos, usando a sequência zgpr30, com pré-saturação f1, com 32 
varreduras transientes, 64 k de pontos de dados e largura de banda de 13 kHz. 
Os espectros de ¹³C NMR foram obtidos, utilizando a sequência 1D com 
desacoplamento com alimentação elétrica.  
3.2.9. Cromatografia líquida de ultra performance acoplada à espectroscopia 
de massas (do inglês: Ultra high performance chromatography – Mass 
spectrocopy, UPLC-MS)  
Foram preparadas soluções de 8 ppm de hesperitina em metanol, e foram 
analisadas por cromatografia líquida de ultra performance de fase reversa 
(UPLC-RP), usando uma coluna Acquity UPLC BEH C18, 2,1 x 50 mm, 1,7 m 
(Waters). 
O sistema cromatográfico consistiu em um sistema de UPLC da Waters 
Acquity acoplado a um espectrômetro de massas Quattro micro TMAPI equipado 
com fonte ionizadora de eletrospray. 
A performance cromatográfica foi adaptada de LC-MS [Fabre et al., 2001] 
para UPLC-MS, utilizando o software Acquity UPLC® Columns Calculator. O 
solvente A era composto por H2O com 0,1% de ácido fórmico (HCOOH), e o 
solvente B por acetonitrila com 0,1% HCOOH. As condições de gradiente para a 
análise da hesperitina foram: tempo = 0 min 70% do solvente A, e 30% do B; 
tempo = 5,4 min 55% do solvente A e 45% do B; tempo = 11,4 min 3% do 
solvente A e 97% do B; tempo = 13,4 min 3% do solvente A e 97% do B; tempo 
= 14 min 70% do solvente A e 30% do B. O volume de injeção foi de 2 L e a um 
fluxo de 0,15 mL min-1.  
Os dados foram coletados e processados com o software MassLynx. Os 
melhores sinais foram obtidos nas seguintes condições de MS: modo negativo, 
energia do capilar 3,50 kV, energia de cone 25,00 V, temperatura da fonte 150 
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°C, temperatura de dessolvatação 500 °C, fluxo de dessolvatação 600 L h-1 e 
energia de colisão 25 eV.  
3.2.10. Cromatografia gasosa acoplada à espectroscopia de massas (do 
inglês: Gas chromatography – Mass spectrocopy, GC-MS) 
Para investigar quais eram as impurezas na amostra de hesperitina foi 
feita uma análise de GC-MS modificada de Al-Owaisi, Al-Hadiwi e Khan [2014], 
utilizando o equipamento Agilent®, modelo: cromatógrafo – 7890A, equipado 
com uma coluna HP 5-MS (30 m x 0,25 mm de diâmetro interno, espessura da 
partícula x 0.25 m, temperatura máxima , 280 °C), acoplado a espectrômetro 
de massas – 5975C. Hélio de ultra-alta pureza (99,99%) foi utilizado como gás 
de arraste a uma taxa de fluxo constante de 1,0 mL min-1 e injetou-se 1 L da 
amostra. A linha de transferência e as temperaturas da fonte de íons foram de 
280 °C. A energia ionizante foi de 70 eV. A tensão de multiplicação de elétrons 
foi obtida do auto tune. A temperatura foi programada a partir de 60 °C (mantido 
durante 2 min) a 280 °C a uma taxa de 5 °C min-1, até 35 min.  
Todos os dados foram obtidos, coletando os espectros de massa de 
varredura completa dentro da faixa de 50-550 Da. A composição percentual do 
extrato bruto foi expressa em porcentagem pela área do pico. A identificação e 
caracterização de compostos químicos em vários extratos brutos foi baseada no 
tempo de retenção (GC). Os espectros de massa foram correspondidos por 
computador com os dos padrões disponíveis em bibliotecas de espectro de 
massa. 
3.3. Isolamento e purificação da serina protease tipo trombina da 
Bothrops asper (Ba) 
Aproximadamente 150 mg de peçonha liofilizado de Bothrops asper 
(cedida gentilmente pelo Instituto Clodomiro Picado, Costa Rica) foram 
dissolvidas em 1000 L de tampão de bicarbonato de amônio (0,2 mol dm-3; pH 
= 8,0). A amostra foi homogeneizada, seguido por uma etapa de clarificação 
através de centrifugação (5 min à 14680 rpm, Centrifuge 5424, Eppendorf®). 
Recuperou-se o sobrenadante, que foi aplicado em coluna de cromatografia de 
filtração em gel analítica Sephadex G-75 (2 x 25 mm), previamente equilibrada 
com o mesmo tampão usado para a dissolução da peçonha. As frações foram 
34 
 
  
separadas a uma taxa de fluxo constante de 1 mL min-1. O perfil de eluição foi 
monitorado a 280 nm. As frações coletadas foram liofilizadas e estocadas a -20 
°C.  
Para descobrir em quais frações as serina proteases da serpente B. asper 
estavam, foi feito um ensaio enzimático, utilizando como substrato o composto 
sintético -N-benzoil-L-arginina-p-nitroanilina (BApNA), modificado por 
Valeriano-Zapana et al. [2012], em uma placa de Elisa de 96 poços, na qual 
continha 50 L de tampão Tris-HCl (10 mmol L-1 de Tris-HCl, pH 8,0, 10 mmol  
L-1 de CaCl2, 100 mmol L-1 de NaCl), 200 L de substrato 10,0 mmol L-1, 16 L 
de água e 4 L de cada fração.  
As frações que apresentaram atividade proteolítica com o substrato 
sintético foram submetidas a uma segunda etapa cromatográfica, usando uma 
coluna semi-preparativa de cromatografia líquida de fase reversa (Discovery® 
BIO C5, 10 m, 10 x 250 mm) (do inglês: Reversed phase high-performance 
liquid chromatography, RP-HPLC).  
Foi preparada uma solução de concentração 1 mg mL-1 com as frações 
liofilizadas, dissolvendo-as em 2000 L de solução aquosa de 0,1% de ácido 
trifluoacético (TFA) até a dissolução completa, seguida por clarificação com 
centrifugação a alta velocidade (5 min a 14680 rpm, Centrifuge 5424, 
Eppendorf®).  
A cromatografia foi feita em temperatura ambiente. O solvente A era 
composto por H2O com 0,1% de TFA e o solvente B por 60% acetonitrila (ACN) 
e 0,1% de TFA em H2O. As condições de gradiente para a purificação das 
frações com resposta positiva ao substrato BApNA foram: tempo = 0 min 100% 
do solvente A e 0% do solvente B; tempo = 8 min 100% do solvente A e 0% do 
B; tempo = 40 min 0% do solvente A e 100% do B; tempo = 45 min 0% do 
solvente A e 100% do B; tempo = 45,01 min 100% do solvente A e 0% do B; time 
= 60 min (fim da eluição) 100% do solvente A e 0% do B. O volume de injeção 
foi de 300 L e a um fluxo de 2,0 mL min-1. A absorbância foi medida a 280 nm. 
As frações foram manualmente coletadas, testadas com o substrato sintético 
BApNA e as que deram resultados positivos foram liofilizadas e estocadas a -20 
°C. 
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3.4. Caracterização das serina proteases da serpente Bothrops asper 
(BaSPs) 
3.4.1. Eletroforese em gel de poli-acrilamida em dodecil sulfato de sódio das 
BaSPs (do inglês: Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis, SDS-PAGE) 
 A eletroforese foi realizada em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12% 
em condições redutoras [Laemmli, 1970]. Este procedimento foi utilizado para 
estimar a massa molecular das proteínas e verificar sua pureza. Antes da 
eletroforese, 10 μL das amostras, foram colocadas em água fervente (100 °C) 
durante 5 min em tampão de amostra, contendo 10% (v/v) de glicerol, 4% (m/v) 
de SDS, 5% (v/v) de 2-mercaptoetanol e 0,05% (m/v) de azul de bromofenol. Foi 
utilizado o Full-range Rainbow Marker, (GE, Healthcare, EUA), como marcador 
de peso molecular de proteínas. Foi utilizado o aparato Mini VE Vertical 
Electrophoresis System (GE, Healthcare, EUA), aplicando-se uma diferença de 
potencial (ddp) de 180 V e uma corrente de 100 mA. 
3.4.2. Ionização por dessorção a laser assistida por matriz acoplado a “tempo 
de vôo” das BaSPs (do inglês: Matrix-assisted laser desorption 
ioniztion – Time of flight, MALDI-TOF) 
 As análises de MALDI-TOF foram feitas pelo método adaptado segundo 
Zhang et al. [2015]. Para a análise das amostras de BaSPs por MALDI-TOF, as 
mesmas foram adicionadas (1 L) sobre uma placa de aço polido (MSP 96 em 
aço polido; Bruker Daltonics, Bramn, Gemmany) e submetidas a secagem a 
temperatura ambiente. Em seguida, adicionou-se a solução de matriz (1 L, 
ácido -ciano-4-hidroxicinâmico (CHCA), 10 mg mL-1 em solução aquosa de 
ACN (50%) e TFA (2,5%) sobre as amostras secas. A placa foi então novamente 
submetida a secagem e temperatura ambiente. O procedimento foi realizado em 
triplicata para cada amostra. As análises por MALDI-TOF foram realizadas no 
espectrômetro Bruker Microflex LT MALDI-TOF MS, operando em modo linear e 
usando uma radiação de  = 337 nm de um laser de nitrogênio. O programa 
FlexControl versão 3.3 (Bruker Daltonics) foi utilizado para a aquisição de dados. 
Os espectros de massas foram coletados dentro de uma faixa de massa de m/z 
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10 - 35 kDa. As configurações do instrumento foram as seguintes: fonte de íon 
de 1 a 19,50 kV, fonte de íon 2 em 18,25 kV, lentes em 6,49 kV, e um tempo de 
atrasado de extração de 4 ns. O instrumento foi calibrado internamente com o 
padrão de teste bacteriano fornecido pela Bruker Daltonics, o qual corresponde 
a um extrato proteico de E. coli, contendo adicionalmente as proteínas RNAse-
A e mioglobina. 
3.4.3. Dicroismo circular das BaSPs (CD) 
Os espectros de CD foram adquiridos utilizando um espectropolarímetro 
J-720 da JASCO, usando uma cubeta de quartzo de 0,1 cm de caminho óptico. 
Foram obtidos espectros das SVSP de 200 a 260 nm, com velocidade de 20 nm 
min-1 e 32 acumulações. Foi utilizado o programa K2D3 para calcular a 
porcentagem das estruturas secundárias de cada enzima. 
A elipticidade molar () foi calculada utilizando a Equação 2, 
𝚯 =
𝒎° ∙ 𝟏𝟎𝟎 ∙ 𝑴
𝑪 ∙ 𝒍 ∙ 𝒏
 Equação 2 
na qual m° é a elipticidade em milidegrees, l é o caminho optíco em cm, C é a 
concentração em mg mL-1, M é a massa molecular das BaSP e n é o número de 
resíduos na proteína [Corrêa e Ramos, 2009]. 
As concentrações das soluções, em mg mL-1, foram obtidas pelo micro-
método de Bradford [ThermoScientific]. 
3.4.4. Tempo de protrombina (TP) 
Amostras de sangue foram coletadas em tubos de BD Vacutainer de 4,5 
mL, contendo tampão citrato de sódio 0,105 mol L-1 (o que corresponde a 
aproximadamente 3,2% do volume final). Em seguida, a amostra de sangue foi 
centrifugada a 5.000 rpm durante 10 min, o que causou a separação do plasma 
das demais células sanguíneas (eritrócitos e leucócitos). 
Homogeneizou-se o Formador de Coágulo da Bioclin (TP Bioclin, lote: 
0027) que foi pré-aquecido a 37 °C de 4 a 5 min. Em um Eppendorf limpo de 600 
µL, pipetou-se 100 µL do plasma, o que foi incubado a 37 °C, de 2 a 3 min em 
banho seco. Adicionaram-se 200 µL do Formador de Coágulo, previamente 
aquecido, ao tubo contendo o plasma e disparou-se o cronômetro, agitando-o 
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vagarosamente. Ao se observar a formação do coágulo, parou-se imediatamente 
o cronômetro e calculou-se a média dos resultados obtidos pela duplicata. 
O percentual de atividade trombolítica foi realizado conforme descrito 
acima, porém, utilizando-se um pool de plasmas normais recém-colhidos e 
diluídos com uma solução fisiológica, nas proporções plasma : salina fisiológica 
de 1 : 0; 1 : 1; 1 : 2; 1 : 3; 1 : 7 e 1 : 9 (v/v). 
Para comparar a eficácia da hesperitina como inibidor da serina protease 
tipo trombina no plasma sanguíneo, fez-se um mesmo ensaio, porém, 
acrescentando-se 4 µL da BaSPs em um Eppendorf de 600 µL, em outro 
Eppendorf 1 µL de Hst e em um terceiro Eppendorf 4 µL da BaSPs mais 1 µL de 
Hst, sendo que em todos os Eppendorf havia 200 µL do Formador de Coágulo 
e, posteriormente, foram colocados 100 µL do plasma. Os ensaios foram feitos 
em duplicata. 
3.5. Anticorpos policlonais: produção e purificação 
Os anticorpos policlonais foram produzidos a partir da imunização de dois 
coelhos brancos, da raça Nova Zelândia, pesando em torno de 2,5 kg, e de 3 
meses de idade, pela empresa Rheabiotech Ltda. (Campinas, Brasil). Os 
antígenos utilizados foram as alíquotas de duas serina proteases da serpente B. 
asper purificadas conforme descrito acima. 
O esquema de imunização consistiu de três doses de 200 g de proteína 
total, via subcutânea, nos dias 0, 14 e 28, sendo a primeira em Adjuvante 
Completo de Freund e as demais em adjuvante incompleto. No dia 35, os 
animais foram anestesiados e feita uma sangria de prova coletada a partir da 
orelha marginal, foi avaliada por ELISA indireto. 
Em seguida, uma dose reforço (booster) foi administrada em PBS e a 
sangria branca foi realizada no dia 42. O soro imune foi separado por 
centrifugação, o sistema foi completamente inativado a 56 °C por 30 min, e o 
soro foi titulado em ELISA indireto, utilizando BaSP1 e BaSP2 como antígenos. 
Resumidamente, uma placa de poliestireno MaxiSorp (Nunc, 
ThermoFisher, USA) foi sensibilizada com uma solução de BaSP1 e/ou BaSP2 
a 5 µg mL-1 aplicando 100 µL poço-1 e incubando a 4 oC por 16 h. 
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Os sítios inespecíficos foram bloqueados com 200 µL poço-1 de PBS 
(Tampão fosfato 0,05 mol L-1 pH 7,4 e 0,9% NaCl) por 1 h., a 37 oC. Após três 
lavagens com PBS + 0,05% Tween (PBS-T), utilizando 300 µL poço-1, a placa foi 
incubada com o anticorpo policlonal anti-BaSP1 ou anti-BaSP2, produzido em 
coelho, em diluição seriada de 1 : 500 a 1 : 32.000. Após lavagem com PBS-T 
foi adicionado o anticorpo secundário anti-IgG de coelho conjugado com 
peroxidase a 1 : 10.000 (Sigma-Aldrich) por 1 h a 37 oC. Após lavagem, foi 
adicionado o substrato OPD (0,5 mg cm-3) em tampão citrato-fosfato 0,05 mol 
dm-³ pH 5,0 e água oxigenada a 0,003%. Após incubação a temperatura 
ambiente por 1 h., no escuro, a densidade ótica foi mensurada a 492 nm. 
O soro foi purificado por cromatografia de afinidade a proteína G, 
liofilizado e as concentrações das soluções, em g L-1, foram quantificadas pelo 
micro-método de Bradford [ThermoScientific]. 
3.6. Cinética enzimática das BaSPs 
 Para a determinação dos parâmetros cinéticos foi utilizado, novamente, o 
método modificado por Valeriano-Zapata et al. [2012], porém a concentração de 
substrato foi variada (10,0; 7,5; 5,0; 2,5; 1,25; 0,625; 0,3125 mmol L-1). Para 
testar a ação inibitória foi adicionado 1 L de hesperitina dissolvida em DMSO 
(1,0 mg mL-1) e foram utilizados 4 L de serina protease tipo trombina da 
serpente B. asper (BaSPs) resultante da etapa de purificação por RP-HPLC. As 
BaSPs foram incubadas a 37 °C por 45 min. A leitura da absorbância do produto 
formado, p-nitroanilina (cromóforo de coloração amarela), foi feita no leitor de 
microplacas da BioTek (modelo: Elx800) no comprimento de onda de 405 nm, 
sendo feito o ensaio em triplicata. A velocidade inicial da reação (V0) foi calculada 
pela razão da concentração de p-nitroanilina pelo tempo de reação, 45 minutos. 
Foram calculadas, de acordo com as equações de Michalies-Menten e 
Lineweaver-Burk (dobro-recíproco), a constante de Michaelis (KM) e a velocidade 
máxima (VMAX) das BaSPs. 
3.7. Isolamento e purificação da serina protease tipo trombina da 
Bothrops jararaca (Bj) 
A peçonha cristalizada de serpentes adultas da espécie Bothrops 
jararaca, foi adquirida pelo Centro de Extração de Toxinas Animais Ltda. – ME 
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(CETA, Morungaba), que possui autorização do IBAMA e SMS SP (Figura 4). A 
purificação desta peçonha foi realizada através em gel analítico. 
 
Figura 4: Peçonha total da Bothrops jararaca, adquirida pelo CETA, massa de 2,0 mg 
Primeiramente, pesaram-se aproximadamente 200 mg, dissolveu-se em 
1000 L de tampão fosfato (0,02 mol L-1 NaH2PO4/Na2HPO4, pH = 6,0). A 
amostra foi homogeneizada, seguido por uma etapa de clarificação através de 
centrifugação (5 min a 14.680 rpm, Centrifuge 5424, Eppendorf®). Recuperou-se 
o sobrenadante, que foi aplicado em coluna cromatográfica de troca iônica CM-
Sepharose Fast Flow (agarose 6%, tamanho da partícula 90 m, 16 × 50 mm, 
GE Healthcare), previamente equilibrada com o mesmo tampão usado para a 
dissolução da peçonha. As frações foram separadas a uma taxa de fluxo 
constante de 1,0 mL min-1, utilizando um gradiente de 0 a 50% de tampão fosfato, 
contendo cloreto de sódio (0,02 mol dm-3 NaH2PO4/Na2HPO4 + 0,4 mol L-1 NaCl, 
pH = 8,0) e coletando 10 mL tubo-1. O perfil de eluição foi monitorado a 280 nm 
e a uma temperatura inferior a 25 °C [Zeng et al., 2013].  
Para descobrir em quais frações as serina proteases tipo trombina da 
serpente B. jararaca estavam, foi feito um ensaio enzimático, utilizando como 
substrato o composto sintético -N-benzoil-L-arginina-p-nitroanilina (BApNA), 
modificado por Valeriano-Zapana et al., [2012], em uma placa de Elisa de 96 
poços, na qual continha 50 L de tampão Tris-HCl (10 mmol L-1 de Tris-HCl, pH 
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8,0, 10 mmol L-1 de CaCl2, 100 mmol L-1 de NaCl), 200 L de substrato 10,0 
mmol dm-3, 16 L de água e 4 L de cada fração.  
Posteriormente as frações passaram por outra etapa de separação em 
uma coluna de afinidade (Benzamidina SepharoseTM 4 Fast Flow high sub, 1 
mL, 0,7 x 2,5 cm), e foram dissolvidas em 1 mL de solução de Tris-HCl, 0,05 mol 
dm-³, pH 7,4, seguida por clarificação com centrifugação a alta velocidade (5 min 
a 14.680 rpm, Centrifuge 5424, Eppendorf®) e a coluna de afinidade foi 
equilibrada pelo mesmo tampão. As eluições das amostras foram feitas em 30 
mL de solução de Tris-HCl 0,05 mol dm-3, contendo 0,5 mol dm-³ de NaCl (pH 
7,4), seguida de 20 mL de solução de glicina (0,02 mol L-1, pH 3,2), adicionando 
aos tubos, das quais o eluido da solução de glicina, saiam 400 L de Tris-HCl 
1,0 mol L-1, pH 9,0, em um fluxo de 0,5 mL min-1, coletando 1,0 mL tubo-1. O perfil 
de eluição foi monitorado a 280 nm. As frações coletadas foram liofilizadas e 
estocadas a – 20 °C [Barros et al., 2011]. Para concentrar e remover o excesso 
de sal das amostras, foram utilizados tubos Amicon ultra (500 L, 10k) 
centrifugando a 2800 rpm. 
3.8. Caracterização das serina proteases da serpente Bothrops 
jararaca (BjSPs) 
3.8.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida em dodecil sulfato de sódio das 
BjSPs (SDS-PAGE)  
A eletroforese foi realizada em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12% 
em condições redutoras [Laemmli, 1970]. Este procedimento foi utilizado para 
estimar a massa molecular das proteínas e verificar sua pureza. Antes da 
eletroforese, 10 μL das amostras foram colocadas em água fervente (100 °C) 
durante 5 min em tampão de amostra, contendo 10% (v/v) de glicerol, 4% de 
SDS, 5% de 2-mercaptoetanol e 0,05% (m/v) de azul de bromofenol. Foram 
utilizados como marcadores de massa molecular de proteínas o SDS-PAGE Low 
Range, BIO-RAD (Fosforilase b 97,400 kDA, Albumina sérica 66,200 kDa, 
Ovoalbumina 45,000 kDA, Anidrase carbônica 31,000 kDA, Inibidor de tripsina 
21,500 kDA, Lisozima 14,400 kDA) e Precision Plus ProteinTM Dual Color. 
Aplicou-se uma diferença de potencial (ddp) de 180 V e uma corrente de 100 
mA. 
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3.8.2. Ionização por dessorção a laser assistida por matriz acoplado a “tempo 
de vôo” das BjSPs (MALDI-TOF) 
 As análises de MALDI-TOF foram feitas pelo método adaptado segundo 
Zhang et al. [2015]. 
Para a análise das amostras de BjSP por MALDI-TOF, as mesmas foram 
adicionadas (1 L) sobre uma placa de aço polido (MSP 96 em aço polido; Bruker 
Daltonics, Bramn, Gemmany) e submetidas a secagem à temperatura ambiente. 
Em seguida, adicionou-se a solução de matriz (1 L, ácido -ciano-4-
hidroxicinâmico (CHCA), 10 mg mL-1 em solução aquosa de ACN (50%) e TFA 
(2,5%) sobre as amostras secas. A placa foi então novamente submetida a 
secagem à temperatura ambiente. O procedimento foi realizado em triplicata 
para cada amostra. 
As análises por MALDI-TOF foram realizadas no espectrômetro Bruker 
Microflex LT MALDI-TOF MS, operando em modo linear e usando uma radiação 
de  = 337 nm de um laser de nitrogênio. O programa FlexControl versão 3.3 
(Bruker Daltonics) foi utilizado para a aquisição de dados. Os espectros de 
massas foram coletados dentro de uma faixa de massa de m/z 10 - 35 kDa. As 
configurações do instrumento foram as seguintes: fonte de íon de 1 a 19,50 kV, 
fonte de íon 2 em 18,25 kV, lentes em 6,49 kV, e um tempo de atrasado de 
extração de 4 ns. O instrumento foi calibrado internamente com o padrão de teste 
bacteriano fornecido pela Bruker Daltonics, o qual corresponde a um extrato 
proteico de E. coli, contendo adicionalmente as proteínas RNAse-A e mioglobina. 
3.8.3. Dicroísmo circular das BjSPs (CD) 
Os espectros de CD foram adquiridos utilizando um espectropolarímetro 
J-720 da JASCO, usando uma cubeta de quartzo de 0,1 cm de caminho óptico. 
Foram obtidos espectros das BjSP de 200 a 260 nm, com velocidade de 20 nm 
min-1 e 32 acumulações. Foi utilizado o programa K2D3 para calcular a 
porcentagem das estruturas secundárias para cada enzima. 
A elipticidade molar () foi calculada utilizando a Equação 2, porém as 
massas moleculares utilizadas foram das BjSP e as concentrações das soluções, 
em g dm-3, foram obtidas pelo micro-método de Bradford [ThermoScientific]. 
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3.9. Supressão de fluorescência (do inglês: quenching)  
 As medidas foram executadas no espectrofluorímetro da Varian (modelo 
Cary Eclipse), aplicando-se o comprimento de onda de 280 nm para excitação 
das amostras com fendas de excitação e emissão de largura de 5 nm, e 
aquisição de espectros de emissão no intervalo de 300 a 400 nm, com o 
compartimento de amostra com banho termostatizado em 25 °C. Foi utilizada 
uma cubeta de quartzo (Hellma) de caminho óptico de 3 mm.  
 Para a obtenção dos espectros, fez-se a titulação de 220 L das proteínas 
BjSPs nas contrações de 0,290 e 0,216 mg mL-1 com adições de 0,5 L de uma 
solução de hesperitina (1,04 mg mL-1), perfazendo as concentrações de 7,173 a 
215,034 mol dm-3 [Moreira et al.,2015]. 
3.10. Cinética enzimática das BjSPs 
 Para a determinação dos parâmetros cinéticos foi utilizado, novamente, o 
método modificado por Valeriano-Zapata et al., [2012], porém a concentração de 
substrato foi variada (5,0; 2,5; 1,25; 0,625; 0,3125 mmol L-1). Para testar a ação 
inibitória foram adicionados 1 L de hesperitina dissolvida em DMSO em três 
concentrações distintas (1,0, 2,0 e 3,0 mg mL-1) e 0,4 L da imunoglobulina, e 
foram utilizados 4 L de serina protease tipo trombina da serpente B. jararaca 
(BjSPs) resultante da etapa de purificação da coluna de benzamidina. As BjSP 
foram incubadas a 37 °C por 35 min. A leitura da absorbância do produto 
formado, p-nitroanilina (cromóforo de coloração amarela), foi feita no leitor de 
microplacas da BioTek (modelo: Elx800) no comprimento de onda de 405 nm, 
sendo feito o ensaio em triplicata. A velocidade inicial da reação (V0) foi calculada 
pela razão da concentração de p-nitroanilina pelo tempo de reação, 35 min. 
Foram calculadas, de acordo com as equações de Michaelis-Menten e 
Lineweaver-Burk (dobro-recíproco), a constante de Michaelis (KM) e a velocidade 
máxima (VMAX) para duas BjSP. 
3.11. Diferença de Transferência de Saturação (do inglês: Saturation 
transferee difference, STD ¹H NMR) 
 Os espectros de SDT RMN foram adquiridos no aparelho Bruker Avance 
III 400 MHz, utilizando uma ponta de prova de 5 mm de banda larga de 
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ressonância dupla com gradientes z a 25 °C, utilizando a sequência de pulso 
padrão da Bruker stddiffesgp. A configuração geral dos experiêmentos de STD 
NMR seguida, utilizando amostras das serina proteases da B. jararaca diluída 
em mistura de H2O + D2O, com excesso de hesperitina (10 mg mL-1) dissolvida 
em DMSO-d6. O tempo de saturação do pulso seletivo foi variado de 12,0, 10,0, 
7,5, 5,0, 2,5, 1,25, 0,625 e 0,3 s. A frequência de ressonância on e off do pulso 
seletivo foi estabelecida em 0,70 e -40,00 ppm, respectivamente. O comprimento 
do pulso seletivo foi ajustado para 50 ms, e o atraso entre os pulsos foi de 40 
ms; d1 - que é um atraso de relaxamento curto adicional - foi aqui ajustado para 
100 ms. A intensidade dos pulsos de Gauss de saturação seletiva corresponde 
a uma força de 42,20 dB. Os espectros adquiridos foram exportados como off e 
on-ressonance, lb = 1,0 processados, linha de fase ajustada, e off-ressonance e 
sub-espectros de ressonância subtraídos. As escolhas de hesperitina foram 
automaticamente integradas e o parâmetro η de transferência de saturação da 
rotação η calculado usando a Equação 3: 
𝜂 =
𝐼𝑂𝑓𝑓 − 𝐼𝑂𝑛
𝐼𝑂𝑓𝑓
 Equação 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
44 
 
  
4. RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 
 Na extração de hesperidina (Hsd), utilizando-se 93,9592 g de casca de 
laranja seca, foram obtidos 0,7520 g de hesperidina, o que representa um 
rendimento ao redor de 0,8%. 
A porcentagem de hesperidina no bagaço de laranja chega até 1,8% [Tasic 
et al., 2013], mas foi utilizada somente a casca para a extração, o que explica 
essa diferença de 1% no rendimento da extração. 
Foram utilizados 594,90 mg de hesperidina (nHsd = 9,744 · 10-4 mol) para 
fazer a hidrólise e foram obtidos 246,90 mg de hesperitina (Hst) (nHst = 8,168 · 
10-4 mol).  
 Se toda a massa de hesperidina fosse hidrolisada em hesperitina, a 
massa de hesperitina obtida seria de 294,50 mg, mas foram obtidos 246,90 mg 
de hesperitina, obtendo um rendimento de 84%. Na recristalização foram 
utilizados 134,71 mg de hesperitina e foram obtidos 121,14 mg, que representa 
um rendimento de 90%. 
 Na obtenção da hesperitina por hidrólise, os rendimentos chegam a ser 
em torno de 85 a 98% [Wingard, 1979; Evseeva, Andreeva e Oganesyan, 2014] 
o que mostra que a hidrólise está dentro do que é obtido industrialmente. 
Segundo Evseeva, Andreeva e Oganesyan [2014], a mistura de solventes 
utilizada na hidrólise foi o melhor, pois o etanol como solvente majoritário 
dissolve bem a hesperitina, conforme ela vai sendo produzida. Além disso, 
conforme vai aumentando o tempo de hidrólise, maior a porcentagem da 
aglicona que é formada, não apresentando nenhuma mistura dos compostos 
iniciais ou intermediários, ou seja, hesperidina e hesperitina-7-O-glucósideo, 
respectivamente, no final da hidrólise. 
 Para verificar como a hidrólise ocorreu, foram utilizadas a técnica de UV-
Vis, Figura 5, e uma corrida TLC, Figura 6, com a hesperidina e hesperitina 
comercializadas pela Sigma-Aldrich. 
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Figura 5: Espectros no UV-Vis da hesperidina (A) e hesperitina (B). Como podemos ver, há uma 
sobreposição dos máximos de absorbância em ambas moléculas, quando comparadas com o 
que é vendido comercialmente. 
 
As flavanonas, como a hesperidina e a hesperitina, podem ser 
determinadas pela absorção da conjugação do anel A (vide Figura 3) com o 
grupo carbonila. Esses compostos, usualmente, possuem somente um pico de 
absorção proeminente entre a região de 250 – 290 nm [Horowitz e Jurd, 1961]. 
Segundo Horowitz e Jurd, a hesperidina em etanol absoluto possui um máximo 
de absorção em 285 nm, e a hesperitina, também, em etanol absoluto, 288 nm. 
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Na Figura 5, podemos ver que tanto a hesperidina comercial como a extraída 
apresentam um máximo de absorção em 285 nm, e a hesperitina comercial e a 
hesperitina apresentam um máximo de absorção em 288 nm. Além disso, o 
gráfico de absorção de 250 a 400 nm de ambas hesperitinas se sobrepõem. 
 
Os fatores de retenção (Rf, do inglês: retention factors) da hesperitina 
comercial e da hesperitina foram 0,74 e 0,68, respectivamente, e da hesperidina 
comercial e extraída foi de 0,28. Como a hesperitina é a aglicona da hesperidina, 
ou seja, não possui a rutinose (6-O-(-L-Ramnopiranosil)-D-glicose), ela 
interagiu melhor com a fase móvel, que foi mais apolar do que a fase 
estacionária, deslocando-se mais que a hesperidina.  
A massa de hesperitina comercial utilizada no DSC (Figura 7) foi de 5,8 
mg e da hesperitina foi 6,6 mg. O ponto de fusão da hesperitina comercial 
determinando foi de 235,91 °C e da hesperitina de 222,16 °C. As Hf da 
hesperitina comercial e hesperitina foram, respectivamente, 171,40 J g-1 (7,86 kJ 
mol-1) e 94,43 J g-1 (4,92 kJ mol-1). Segundo dados da literatura, a hesperitina 
possui ponto de fusão 226-228 °C [Gökmen, 2015].  
Comparando esses resultados com os da TLC, pode-se dizer que, tanto 
pelo valor de Rf, como pelo ponto de fusão, a hesperitina comercial e a 
hesperitina possuem impurezas. Pelos termogramas (Figura 7) pode-se notar 
que as moléculas de hesperitina se organizam como um retículo cristalino, pois 
Figura 6. TLC da Hst comercial (A) e da Hst (B); e da Hsd comercial (C) e extraída (D) 
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não apresentam temperatura vítrea e temperatura de cristalização, ambas 
presentes em compostos semicristalinos e amorfos. 
 
Essa organização cristalina também pode ser vista no difratograma da 
hesperitina, Figura 8. Uma fase cristalina possui planos bem definidos que 
permitem a ocorrência de interferência construtiva entre os raios difratados. 
Quando a amostra é puramente cristalina, esses raios estão em fase até deixar 
a amostra e atingir o detector. Quando a amostra é semicristalina, os raios saem 
em fase da porção cristalina, mas sofrem interferências da fase amorfa que 
espalha os raios por uma faixa de ângulos. Consequentemente, os raios 
difratados de uma amostra cristalina possuem ângulos definidos (picos estreitos 
nos difratogramas) e de uma amostra semicristalina estão numa faixa de ângulos 
(picos alargados nos difratogramas) [Cullity e Stock, 2001]. 
Figura 7. Calorimetria de varredura diferencial da Hst comercial (Hst Sigma, em linha preta) e 
da Hst (linha vermelha). Há uma diferença no ponto de fusão e no valor da entalpia de fusão 
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Segundo a literatura, a hesperitina anidra apresenta picos de difrações de 
alta intensidade em ângulo 2 iguais a 7,35°, 17,10° e 17,82° e um sistema 
cúbico monoclínico [Londoño-Londoño et al.,2010; Ferreira, Schröder e Pinho, 
2013]. Mesmo o difratograma (Figura 8) não apresentando uma linha base bem 
definida, é possível observar que as intensidades dos picos nos ângulos 
descritos acima são de alta intensidade. 
A fim de confirmar a identidade dos enantiômeros da hesperitina foi feita 
análise por dicroísmo circular, Figura 9. 
Figura 8. Difratograma da Hst. Nota-se que os picos são finos, o que caracteriza que a amostra 
possui um retículo cristalino. É possível notar três picos de alta intensidade nos ângulos 2 iguais 
a 7,35°; 17,10° e 17,82° que, segundo a literatura, caracteriza ser da Hst anidra do sistema 
cúbico monoclínico 
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A proporção enantiomérica da hesperidina-(R) e –(S) é de 8 : 92 no suco 
de laranja fresco [Aturki, Brandi e Sinibaldi, 2004], já que hesperidina possui um 
carbono assimétrico na posição 2 do heterocíclico da flavanona; portanto, 
espera-se que a hesperitina tenha a mesma proporção enantiomérica. Gaffield 
[1970] descreve e confirma experimentalmente que flavanonas com 
configuração 2S exibem um efeito Cotton positivo causado pela transição n → 
* de menor energia em uma faixa de 325 - 330 nm e um efeito Cotton negativo 
causado pela transição  → * de maior energia em uma faixa de 285 – 290 nm. 
A hesperitina possui um mínimo em 289 nm e um máximo em 328 nm, 
indicando que existe uma configuração absoluta 2S bem pronunciada na 
molécula obtida pela hidrólise da hesperidina.  
Para quantificar a quantidade de cada enantiômero, fez-se a 
cromatografia em fluído supercrítico (SFC), Figura 10. 
Resultados obtidos por Lévèques et al. [2012], utilizando UPCL-MS/MS 
para separar os enantiômeros da hesperitina, mostram que o enantiômero 2R 
tem um tempo de retenção menor e o enantiômero 2S. Comparando os 
resultados obtidos na UHPSFC com os da referência supracitado, temos que o 
Figura 9. Dicroísmo circular da Hst. Segundo Gaffield [1970], flavanonas que possuem 
configuração absoluta 2S, possuem um efeito Cotton positivo de baixa intensidade em uma 
faixa de 325 - 330 nm e um efeito Cotton negativo de alta intensidade em uma faixa de 285 - 
290 nm 
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primeiro pico, depois do pico do tempo morto, corresponde ao enantiômero 2R 
e o segundo ao enantiômero 2S, como é mostrado na Figura 10. A Tabela 2 
mostra a área de integração dos picos de cada enantiômero, a soma e a 
porcentagem dos enantiômeros. Por apresentar uma maior sensibilidade e 
limites inferiores de detecção do que os comprimentos de onda tradicionais de 
absorção máxima das flavanonas (278 nm), a absorbância a 210 nm foi 
selecionada. Esse comprimento de onda é inespecífico e, portanto, oferece a 
possibilidade de que outros compostos, além de flavonoides, possam coeluir e 
enviesar os dados. No entanto, isso também é verdade nos comprimentos de 
onda tradicionais, embora em menor grau [Harnly et al., 2006]. 
 
Figura 10: SFC da Hst (pureza >95% Sigma-Aldrich), após o tempo morto, os picos que 
aparecem no tempo de 0,1 a 0,2 min, o primeiro e o segundo picos de alta intensidade, referem-
-se aos enantiômeros 2R e 2S, respectivamente. No canto superior direito tem a ampliação do 
cromatograma referente ao padrão na concentração de 0,5 mg mL-1 
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Tabela 2: Área dos picos da Hst (pureza >95% Sigma-Aldrech) após o tempo morto, o primeiro 
pico corresponde ao enantiômero 2R, e o segundo ao enantiômero 2S. Os dados da última linha 
dizem a respeito da Hst obtida a partir da laranja 
Concentração  
(mg cm-3) 
Área do primeiro 
pico (V sec) 
Área do segundo 
pico (V sec) 
Soma %R %S 
0,5 197395 260046 457441 43 57 
1,4 3574005 4488789 8062794 44 56 
3,2 9716685 12421090 22137775 44 56 
5 14102633 17987150 32089783 44 56 
10,5 24430584 32578947 57009531 43 57 
Amostra (2 mg mL-1) 1475978 5700740 7176718 18 82 
 
 Com as áreas dos picos, foi construída uma curva padrão para determinar 
a quantidade de cada enantiômero, como é mostrada na Figura 11. 
Figura 11: Curva padrão da área dos picos do cada enantiômero 2R (A) e 2S (B) da Hst (pureza 
>95% Sigma-Aldrich) 
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 Para o enantiômero 2R, foi obtida a equação 4 e para o enantiômero 2S 
foi obtida a equação 5: 
𝑪𝟐𝑹 = 𝟐, 𝟑𝟕 ∙ 𝟏𝟎
𝟔 ∙ 𝑨𝟐𝑹 + 𝟔, 𝟒𝟎 ∙ 𝟏𝟎
𝟓 Equação 4 
𝑪𝟐𝑺 = 𝟑, 𝟏𝟕 ∙ 𝟏𝟎
𝟔 ∙ 𝑨𝟐𝑺 + 𝟒, 𝟗𝟏 ∙ 𝟏𝟎
𝟓 Equação 5 
   
Utilizando a Equação 4 e os dados da Tabela 2 para a área do primeiro 
pico, temos que a concentração do enantiômero 2R é de 0,35 mg mL-1 e, 
utilizando a Equação 5 e os dados da Tabela 2 para a área do segundo pico, 
temos que a concentração do enantiômero 2S é de 1,64 mg mL-1. Somando as 
concentrações dos enantiômeros, temos uma concentração total de hesperitina 
de 1,99 mg mL-1 em uma solução de 2,0 mg mL-1. Logo, a porcentagem do 
enantiômero 2R é de 18% e do 2S é de 82%, conforme é mostrado na Tabela 2. 
As curvas dos enantiômeros da hesperitina podem ser vistos na Figura 12. 
 
Figura 12: SFC da Hst obtida. Ao contrário da Hst utilizada como padrão, após o tempo morto, 
nota-se a presença de um pico antes dos picos refecestes os enantiômeros 2R e 2S 
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Os espectros de FT-IR (Figura 13), ¹H NMR e ¹³C NMR (Figuras 14 e 15), 
corroboram para que seja confirmado que o produto obtido após a hidrólise deva 
ser a hesperitina, juntamente com as outras técnicas espectroscópicas utilizadas 
e apresentadas anteriormente, pois essas espectroscópicas fornecem 
informações estruturais que as demais não fornecem. 
 
 
Figura 13: FT-IR da Hst, da esquerda para direita circulado em azul, temos a banda que 
corresponde ao estiramento –OH (3497 cm-1); em vermelho, estiramento -CH alifático (2958 e 
2845 cm-1); em laranja, estiramento C=C aromático (1636, 1580, 1502, 1460 e 1442 cm-1) e, em 
roxo, estiramento C-O (1168 cm-1) 
 Os espectros de FT-IR (Figura 13) da hesperitina comercial e hidrolisada 
mostram uma banda estreita (str) de –OH em 3497 cm-1, -CH (alifático) em 2958 
e 2845 cm-1, C=C (aromático) em 1636, 1580, 1502, 1460 e 1442 cm-1 e C-O em 
1168 cm-1 [Fujii, Yamagata e Jin, 2009].  
 As Figuras 14 e 15 mostram os espectros de ¹H NMR e de ¹³C NMR, 
respectivamente. 
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No espectro de ¹H NMR (Figura 14), têm-se os seguintes deslocamentos 
e multiplicidade: δ 3,27 (d, 1H, H-3), 3,80 (s, 3H, 4'-OCH3), 5,40 (d, 1H, H-1), 
5,50 (dd, 1H, H-2), 6,13 (d, 1H, H-8), 6,14 (d, 1H, H-6), 6,89 (m, 3H, H-2',6',5'), 
9,10 (s, 1H, OH-3'), 12,00 (s, 1H, OH-5).  
No espectro de ¹³C NMR (Figura 15) têm-se os seguintes deslocamentos: 
δ 42,5 (C3), 56,2 (OCH3), 78,9 (C2), 96,0 (C8), 96,9 (C6), 103,8 (C10), 112,5 
(C5’), 114,7 (C2’), 118,4 (C6), 131,5 (C1’), 146,9 (C3’), 148,4 (C4’), 162,9 (C9), 
163,7 (C5), 165,7 (C7), 197,6 (C4). 
Pode-se notar que a presença de oxigênio, fez que houvesse o 
descolamento de alguns hidrogênios para regiões não comuns. 
Os dados espectroscópicos (FTIR e NMR) auxiliam a caracterizar a 
hesperitina com base nos seus grupos funcionais. Também, foi feita uma análise 
espectrométrica, utilizando UPLC-MS, Figuras 16 e 17, fixando o cromatograma 
no pico correspondente ao composto de m/z 302, massa molecular da 
hesperitina. 
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Figura 14: Espectro de ¹H NMR da hesperitina 
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Figura 15: Espectro de ¹³C NMR da hesperitina 
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Figura 16: Cromatograma do experimento de UPLC-MS feito em modo negativo. Nota-se que 
o pico corresponde ao composto de m/z 302, Hst, sai após de um tempo de retenção de 7,64 
min 
Figura 17: Espectro de massas correspondente ao composto de m/z 302. Como foi feito 
no modo negativo o pico correspondente a Hst é o de m/z 301,2 
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Utilizando a referência de Fabre et al. [2011] e utilizando o software 
ChemSketch® (ACD Labs), foi possível chegar a alguns fragmentos, Figura 18. 
Como descrito depois do DSC e TLC, a hesperitina possui impurezas, que 
podem ser vistas no pico após o pico do tempo morto da Figura 12, e no 
cromatograma do UPLC-MS, Figura 16. E, para determinar as impurezas, foi 
feito um ensaio de GC-MS, Anexo 1. 
Dentre as impurezas, temos d-limoneno, 1,6-octadien-3-ol-3,7-dimetil (-
linalol), n-octanal dimetil acetal (1,1-dimetoxioctano), 2,5-dimetil-2,3-
dihidrofurano, decanal dimetil acetal (1,1-dimetoxidecano).  Dentre todas as 
substâncias detectadas, a 2,5-dimetil-2,3-dihidrofurano foi formada a partir da 
hidrólise da hesperidina, das quais os açúcares (glicose, ramnose e rutinose) 
são desidratados, por causa do meio altamente ácido, formando furanos 
[Daorattanachai et al., 2011]. As demais substâncias são óleos essenciais 
presentes na casca da laranja e que foram arrastadas desde a primeira extração 
com éter etílico. 
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Figura 18: Possíveis fragmentos da Hst correspondentes aos picos mais intensos vistos no espectro de massas, de acordo com Fabre et al. [2011] 
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Purificação e caracterização das serina proteases da B. asper 
Conseguido isolar e caracterizar o inibidor, foi feita a purificação das 
enzimas da serpente B. asper. Foram obtidos quatro picos (A, B, C, D e E) na 
filtração em gel analítica (FPLC) da peçonha da B. asper, Figura 19. Alíquotas 
de cada pico foram testadas com o substrato sintético BApNA e os picos A e B 
apresentaram atividade enzimática. 
 
Figura 19: Cromatograma (FPLC) da purificação da peçonha total da serpente B. asper. Podem-
-se ver 5 picos de alta intensidade 
Essa atividade enzimática foi confirmada, pois o substrato BApNA possui 
um resíduo de aminoácido argenina (Arg) ligado a um grupo p-nitroanilina (pNA), 
Figura 20, que, ao ser clivada a ligação Arg-pNA, há a liberação do pNA 
conferindo uma coloração amarelada à solução que pode ser lida em 
espectrofotômetro em um comprimento de onda igual a 405 nm, sendo especifica 
para enzimas da família das tripsinas [Erlanger, Kokowsky e Cohen, 1961]. 
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As serina proteases de peçonha de serpente (SVPS) clivam ligações 
peptídicas posteriores aos resíduos de Arg ou Lys na posição P1. No entanto, a 
atividade hidrolítica das SVSPs em relação aos substratos peptídicos é 
fortemente influenciada pela porção peptídica adjacente à ligação que será 
clivada [Serrano, 2013]. 
Figura 20: Reação de uma serina protease tipo trombina com o substrato sintético 
BApNA e seu produto pNA que dá tem uma coloração amarela e pode ser lido em um 
espectrofotômetro em um comprimento de onda de 405 nm. A estrutura da TL-SVSP foi 
tirada do PDB: 4e7n 
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Como foi feita somente uma filtração em gel, uma outra etapa de 
separação foi necessária. A Figura 21 mostra os cromatogramas, referentes ao 
pico A e B do FPLC realizados em RP-HPLC. 
Figura 21: RP-HPLC do pico A (A) e pico B (B). Fazendo, novamente, o teste com o BApNA, foi 
possível identificar que o tempo de retenção da BaSP1 é de 33,52 min, e da BaSP2 é de 35,46 
min. No canto superior direito, podemos ver uma ampliação do pico no qual se encontra a serina 
protease correspondente 
63 
 
  
Novamente, foi feito o teste com o BApNA e viu-se que em cada 
cromatograma havia uma serina protease que, a partir de agora, serão 
chamadas BaSP1 e BaSP2. O tempo de retenção da BaSP1 é de 33,52 min, e 
da BaSP2 é de 35,46 min. 
 Como não sabemos a procedência da peçonha, só que ela veio da Costa 
Rica do Instituto Clodomiro Picado, procuramos descobrir mais sobre as 
serpentes B. asper do país de origem da peçonha. Existem dois tipos de B. asper 
que podem ser encontradas na Costa Rica, as serpentes encontradas mais 
próximas do Mar Caribenho, que são denominadas de B. asper Caribenha, e a 
as serpentes encontradas mais próximas do Oceano Pacífico, que são 
denominadas B. asper do Pacífico [Calvete, Juárez e Sanz, 2007]. Devido a essa 
separação geográfica, cada uma dessas espécies evoluiu diferentemente, e isso 
fez com que a concentração de enzimas (serina proteases, metaloproteases 
zinco(II) dependentes {do inglês: snake venom metalloproteinase, SVMP}, L-
aminoácido oxidase e fosfolipases A2 {do inglês: phospholipases A2, PLA2}) e 
proteínas sem atividade enzimáticas (desintegrinas, moléculas tipo lectina de 
tipo C, proteínas secretoras ricas em cisteína {do inglês: cysteine-rich secretory 
protein, CRSP} e fragmento rico em desintegrina/cisteína {do inglês: disintegrin-
like/cysteine-rich domains, DC} de SVMPs de PIII) fosse diferente para cada 
uma, Tabela 3 [Alape-Girón et al., 2009]. 
Tabela 3: Porcentagem de proteínas existentes na peçonha das serpentes B. asper Caribenha e 
da B. asper do Pacífico. Adaptado de Alape-Girón et al. [2009] 
Família de Proteína 
% de proteínas totais na 
peçonha B. asper 
Caribenha do Pacífico 
Desintegrinas de tamanho médio 2,1 1,4 
DC < 0,1 < 0,1 
Total de PLA2 28,8 45,1 
CRSP 0,1 0,1 
Serina Protease 18,2 4,4 
L-Aminoácido oxidase 9,2 4,6 
Moléculas tipo Lectina do tipo C 0,5 0,5 
Total SMVP 41,0 44,0 
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Pela baixa intensidade dos picos que continham a serina protease no 
cromatogramas, tanto no Pico A quanto no Pico B, pode-se supor que a peçonha 
com que se trabalhou talvez seja da B. asper do Pacífico.  
 A pureza foi verificada por gel de eletroforese (SDS-PAGE 12%) (Figura 
22) e as massa moleculares foram obtidas pela técnica MALDI-TOF (Figura 23). 
 Foram estipuladas as massas moleculares das SVSP, após fazer o RP-
HPLC dos Picos A e Pico B (Figura 22), aplicando método convencional por um 
gráfico do log da massa molecular dos padrões pelo deslocamento relativo (Rf), 
em que a massa molecular da BaSP1 foi de 21,3 kDa e da BaSP2 de 22,8 kDa.  
  
Figura 22: À esquerda no SDS-PAGE está o marcador de Padrão Molecular (PM), seguido 
das frações coletadas após a primeira etapa cromatográfica (FPLC; Pico A e Pico B) e a após 
a segunda etapa cromatográfica (RP-HPCL; BaSP1 e BaSP2), que mostraram atividade 
perante o substrato BApNA 
Figura 23: Resultados de MALDI-TOF da BaSP1 (à esquerda) e da BaSP2 (à direita) 
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Porém, o ensaio de MALDI-TOF (Figura 23) mostrou que a massa 
molecular da BaSP1 foi 25,0 kDa e da BaSP2 de 24,9 kDa. Nota-se, também, o 
íon de m/z [M+2H]2+ tanto para a BaSP1 (12,1 kDa), quanto para a BaSP2 (12,4 
kDa). 
 Alape-Girón et al. [2009], após fazer um gel de eletroforese com a 
peçonha total das serpentes B. asper Caribenha, adultas e recém nascidas, e B. 
asper do Pacífico, adultas e recém nascidas, mostrou que foram encontradas na 
peçonha dos espécimes adultos da B. asper do Pacífico, uma banda 
correspondente a(s) proteína(s) com massa molecular relativa de cerca de 23 
kDa e uma banda menor correspondente a(s) proteína(s) com massa molecular 
relativa de cerca de 17 kDa. Enquanto que uma banda correspondente a(s) 
proteína(s) com massa molecular relativa de cerca de 25 kDa estava 
exclusivamente presente na peçonha da B. asper Caribenha. Quando eles 
comparam os padrões das proteínas das peçonhas de ambas as espécies 
adultas com as recém-nascidas, eles constataram que as serpentes adultas 
apresentaram proteínas com massas moleculares relativa na faixa de 14 a 45 
kDa, enquanto que as peçonhas dos espécimes recém-nascidos exibiram 
predominantemente proteínas com massas moleculares relativa entre 20 e 67 
kDa.  
 Um ano antes de fazer essa comparação entre a peçonha dos espécimes 
adultos e recém-nascidos das B. asper Caribenha e B. asper do Pacífico, Alape-
Girón et al. [2008] coletaram a peçonha de várias serpentes adultas de cada 
vertente e fizeram separação em gel de eletroforese 2D. Com os spots 
resultantes, fizeram a digestão do gel, analisaram por MALDI-TOF-MS os 
fragmentos de aminoácidos e chegaram aos seguintes resultados: na peçonha 
da B. asper Caribenha é possível encontrar serina proteases de massas 
moleculares relativas de 38 kDa (pI = 6,7), 34 kDa (pI = 9,2) e 34 kDa (pI = 6,4) 
e outras seis proteínas de massas moleculares relativa igual à 13 kDa. Já na 
peçonha da B. asper do Pacífico, eles não conseguiram identificar pelo MALDI-
TOF-MS nenhuma serina protease e encontraram quatro proteínas de massa 
molecular relativa de 13,5 kDa.  
 Com todas essas afirmações apresentadas acima e comparando-as com 
o SDS-PAGE e com os valores das massas moleculares encontradas para a 
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BaSP1 e BaSP2, acredita-se que a peçonha da B. asper  utilizada é do espécime 
adulto do Pacífico.  
 Há uma banda no SDS-PAGE e um pico no espectro de massas de, 
aproximadamente, 13,5 kDa, que aparece juntamente com as BaSPs. Alape-
Girón et al. [2009] não conseguiram identificar nenhuma proteína conhecida com 
essa massa molecular relativa pelo MALDI-TOF-MS.  
 A diferença entre as massas moleculares da BaSP1 e da BaSP2 pode ser 
explicada. Enzimas tipo trombina, purificadas de peçonha de diferentes 
serpentes são proteínas de cadeias simples que possuem uma variação da sua 
massa molecular, dependendo do teor de carboidratos [Serrano e Maroun, 2005] 
e este nível de glicosilação é responsável por uma micro-heterogeneidade 
encontrada em várias SVSPs do tipo trombina [Calvete, 2010]. O papel do 
carboidrato sobre a função estrutural nas SVSPs tipo trombina ainda não é 
compreendido. Em muitos casos, foi demonstrado que a N-glicosilação interfere 
na atividade catalítica destas enzimas. No entanto, Komori e Nikai [1998] 
relataram que, em algumas serina proteases, carboidratos são mais importantes 
para a estabilização da proteína do que para a atividade catalítica, uma vez que 
a glicosilação pode promover a estabilidade do sítio ativo. 
 Mediante o uso de dicroísmo circular, foram obtidos espectros que 
permitiram quantificar a porcentagem de estruturas secundárias das BaSPs, 
Figura 24.  
 A) 
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 Utilizando a plataforma online K2D3 [Louis-Jeune, Andrade-Navarro e 
Perez-Iratxeta, 2012], pode-se fazer a previsão das estruturas secundárias, 
Tabela 4.  
Tabela 4: Porcentagem das estruturas secundárias para as enzimas BaSP1 e BaSP2, obtida 
pela deconvolução dos espectros de CD pela plataforma online K2D3 
Estrutura BaSP1 BaSP2 
-Hélice 0,62% 35,11% 
Folhas- 30,05% 12,64% 
 
 Para se calcular elipticidade molar (), foi necessário saber a 
concentração de enzima que tinha em solução, então, fez-se a medida utilizando 
o micro-método de Bradford, da qual resultou que a concentração de BaSP1 é 
de 0,036 mg mL-1 e da BaSP2 é de 0,018 mg mL-1. 
 Na enzima BaSP1 há, predominantemente, mais estruturas de folhas-do 
que -hélice; e o contrário na BaSP2, mais estruturas -hélice do que de folhas-
 Estruturas hélices apresentam dois mínimos, um mais intenso em 222 nm 
e um outro menos intenso em 209 nm; e um máximo em 192 nm. Já as estruturas 
de folhas-apresentam somente um mínimo em 215 nm e um máximo em 196 
nm [Nelson e Cox, 2006]. A BaSP1, mesmo apresentando uma concentração 
maior que a BaSP2, possui um espectro de CD com menor intensidade quando 
se compara com o espectro de CD da BaSP2. Olhando atentamente, percebe- 
Figura 24: Espectro de dicroísmo circular da BaSP1 (A) e da BaSP2 (B) 
B) 
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se que a enzima BaSP1 não apresenta o mínimo por volta de 218 nm e resultado 
dado pelo programa indica que ela possui mais folhas- do que hélices, o que 
não parece ser condizente com a teoria. 
Consultando o banco de dados de proteínas (PDB, do inglês: Protein data 
bank), temos que, das oitos estruturas depositadas de SVSP (Entre PDB: 1bqy, 
2aip, 2aiq, 3s9a, 3s9b, 3s9c, 3sbk e 3s69) a média de estrutura secundária -
hélice é de 9 e de folhas- é de 34. A literatura mostra que a porcentagem de 
estruturas -hélices, % 𝛼 ℎé𝑙𝑖𝑐𝑒, ou fração molar de carbonos- da estrutura de 
um peptídeo ou proteína, pode ser calculada proporcionalmente à elipticidade 
molar, deg cm dmol-1, a 222 nm, Θ222𝑛𝑚 [Marqusee e Baldwin, 1987]. Um dos 
métodos mais simples, e ainda bastante confiável para estimar a porcentagem 
de hélice, é a avaliação do sinal em 222 nm, usando a Equação 6 [Morriset et 
al.,1973]: 
% 𝛼 ℎé𝑙𝑖𝑐𝑒 =  
Θ222𝑛𝑚 − 3000
(−36000 − 3000)
 ∙ 100 Equação 6 
Utilizando a Equação 6, temos que a porcentagem de -hélice de ambas 
BaSPs (BaSP1 e BaSP2) é de 7,66%. Uma porcentagem mais próxima do que 
está reportado no banco de dados. 
O resultado do tempo de protrombina (TP) é expresso relacionando o 
tempo para formação do coágulo com a atividade do plasma puro (1 : 0) e do 
plasma diluído em solução fisiológica (1 : 1; 1 : 2; 1 : 3; 1 : 7; 1 : 9, v/v) (Tabela 
5). 
Tabela 5: Tempo de protrombina para o plasma sanguíneo puro e para as diluições. A razão 
apresentada abaixo significa que é uma parte de plasma para uma certa parte soro fisiológico 
(solução salina 0,9%), por exemplo, 1 : 2 significa que é uma parte de plasma sanguíneo para 
duas partes de soro fisiológico 
Diluições Atividade (%) TP1 (s) TP2 (s) 𝑻𝑷̅̅ ̅̅  (s) 
1 : 0 100,0 27,07 25,25 26,16 
1 : 1 50,0 30,00 31,20 30,60 
1 : 2 33,0 44,20 40,83 42,52 
1 : 3 25,0 52,80 56,75 54,78 
1 : 7 12,5 86,64 77,82 82,23 
1 : 9 10,0 92,01 92,99 92,50 
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Com os resultados do tempo de protrombina, Tabela 5, foi feito o gráfico 
do tempo de protrombina em função da porcentagem de atividade e sua 
linearização, Figura 25. 
  Com a equação da reta, Equação 7, pode-se calcular o porcentual de 
atividade (PA) do plasma na presença das enzimas BaSP1 e BaSP2, da 
hesperitina e das enzimas juntamente com a hesperitina, a partir do tempo de 
protrombina, Tabela 6. 
𝒍𝒐𝒈𝟏𝟎 (𝑻𝑷̅̅ ̅̅ ) =  −𝟎, 𝟓𝟗 ∙  𝒍𝒐𝒈𝟏𝟎 (𝑨𝒕𝒊𝒗𝒊𝒅𝒂𝒅𝒆) + 𝟐, 𝟓𝟓 Equação 7 
Tabela 6: Resultado para o TP, PA e RNI para o plasma puro, com Hst, com as BaSPs puras e 
com as BaSP mais a Hst 
Plasma TP1 (s) TP2 (s)  TPm (s) PA (%) RNI 
Pura 27,07 25,25 26,16 
 
1,00 
com Hst 26,85 26,95 26,90 79,0 1,03 
BaSP1 23,81 23,51 23,66 98,3 0,89 
BaSP1 + Hst 27,09 28,05 27,57 75,8 1,06 
BaSP2 22,08 24,93 23,51 99,4 0,88 
BaSP2 + Hst 25,68 25,47 25,58 86,1 0,97 
  
 Com o tempo de protrombina, pode-se calcular o RNI (Relação 
normalizada internacional), que é derivado do índice de sensibilidade 
internacional (ISI), uma medida quantitativa da capacidade de resposta dos 
Figura 25: Gráfico do tempo de protrombina (em segundos) pela porcentagem de atividade (à 
esquerda) e o gráfico linearizado, fazendo log10 para o tempo de protrombina e para a 
porcentagem de atividade (à direita) 
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reagentes individuais de tromboplastina e sistemas de teste de tempo de 
protrombina (TP), através da Equação 8 [WHO, 1983] 
𝑹𝑵𝑰 = (𝑻𝑷𝒎/𝑻𝑷𝒑)
𝑰𝑺𝑰 Equação 8 
na qual, o TPm é o tempo médio de protrombina com alguma modificação no 
plasma, TPp é o tempo médio de protrombina do plasma puro e ISI é o índice de 
sensibilidade internacional, que é enviado juntamente com o kit (para esse kit de 
lote 0027, o ISI é igual a 1,51). 
  No kit para o teste de tempo de protrombina há uma enzima chamada 
tromboplastina (Fator III) e Ca2+. Juntamente com o Fator III, o Fator VII é 
ativado, formando o complexo FIII-FVIIa, ativando os Fatores IX e X. A formação 
da trombina (Fator IIa) a partir do zimogênio de protrombina é resultante da 
clivagem das ligações entre a Arg210-Thr275 e Arg323-Ile324 da protrombina (Fator 
II). Essa clivagem é catalisada pela protrombinase, um complexo enzimático 
composto pelo Fator Xa e cofatores não enzimáticos (Fator Va, fosfolipídeos do 
Fator III e Ca2+). A trombina, por sua vez, transforma o fibrinogênio em fibrina 
insolúvel, ocorrendo a coagulação sanguínea, vide Figura 1 [Jobin e Esnouf, 
1967; Esmon, Owen e Jackson, 1974; Suttie e Jackson, 1977; Martínez 
Placencia, Lanzetti Theiler e Córdova Caballero, 1989]. 
 Na ausência das BaSPs, notou-se que o tempo médio de protrombina é 
de 26,16 s. Quando foi adicionada a BaSP1 e a BaSP2, juntamente com o Fator 
III e Ca2+ presentes no formador de coágulo, o tempo médio de coagulação caiu 
para 23,66 e 23,51 s, respectivamente. Essa queda no tempo de coagulação (e 
diminuição do RNI e aumento da PA), é devido ao fato de que essas BaSPs são 
do tipo trombina; logo, a formação da fibrina insolúvel é mais rápida, pois essas 
enzimas atuam diretamente sobre o fibrinogênio, sem ter que passar pelos 
passos precursores provenientes do fator III. O plasma somente com hesperitina 
não apresenta uma mudança significativa em seu tempo médio de coagulação 
(26,90 s); porém, quando foi adicionada a hesperitina juntamente com as BaSPs, 
notou-se que o tempo voltou a aumentar, ou seja, a ação das BaSPs é inibida, 
fazendo com que a coagulação seja feita somente pelos fatores do complexo 
protrombínico (fatores, II, V, VII e X), mostrando que a hesperitina funcionou 
como um inibidor para as serina proteases tipo trombina da serpente B. asper do 
Pacífico. 
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Produção de anticorpos anti-serina proteases 
 Alíquotas das proteínas purificadas foram dadas para a empresa 
Rheabiotech Ltda. para a produção das imunoglobulinas. Recebemos amostras 
diluídas e purificadas das imunoglobulinas anti-BaSP1 e anti-BaSP2. Essas 
amostras foram liofilizadas e concentradas para 0,225 mg mL-1 anti-BaSP1 e 
0,175 mg mL-1 anti-BaSP2. 
Foi feito um SDS-PAGE para estipular as massas das cadeias leves e 
pesadas das imunoglobulinas, Figura 26. 
 
O anticorpo produzido é a imunoglobulina G (IgG). Essas proteínas 
possuem quatro cadeias polipeptídicas, duas cadeias maiores, chamadas de 
cadeias pesadas, e duas cadeias leves, ligadas por ligações não covalentes e 
de dissulfeto em um complexo de massa molecular de 150 kDa [Nelson e Cox, 
2006]. As massas das duas cadeias da imunoglobina anti-BaSP1 são: 59,7 
(cadeia pesada) e 23,9 kDa (cadeia leve), resultando em uma massa molecular 
total de 167,2 kDa. As massas das duas cadeias da imunoglobina anti-BaSP2 
são: 60,7 (cadeia pesada) e 24,9 kDA (cadeia leva), resultando em uma massa 
molecular total de 171,2 kDa.   
Figura 26: SDS-PAGE das imunoglobulinas anti-BaSP1 (MM = 167,2 kDa) e anti-BaSP2 (MM = 
171,2 kDa) 
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Atividade enzimática da serina proteases B. asper 
Na cinética enzimática, a concentração do produto formado foi calculada 
a partir da equação da reta (Equação 9) de uma curva de calibração feita com p-
nitroanilina. 
𝑨 = 𝟎, 𝟓𝟔𝟏 ∙ 𝑪 +  𝟎, 𝟎𝟎𝟒𝟗𝟐 Equação 9 
 Com a concentração do produto formado foi possível calcular a velocidade 
da reação (V0), sabendo que a taxa de reação corresponde à inclinação da reta 
de qualquer uma das curvas de progresso, ou seja, a derivada do consumo de 
reagente ou da formação de produto (Equação 10). 
𝑽𝟎 =  −
𝒅𝑺
𝒅𝒕
=  
𝒅𝑷
𝒅𝑻
 Equação 10 
 Para comprovar a inibição da catálise enzimática das BaSPs foram 
determinadas a velocidade máxima (VMAX) e a constante de Michaelis-Menten 
(KM). Para isso, fez-se a linearização da equação de Michaelis-Menten (Equação 
11), resultando na equação de Lineweaver-Burk (Equação 12), que é uma 
equação de reta onde (VMax)-1 é o intercepto dessa reta, e o KM é encontrado 
multiplicando VMAX pelo coeficiente angular [Marangoni, 2003]. Os gráficos de 
Michaelis-Menten, Figura 27, e Lineweaver-Burk, Figura 28, foram feitos para as 
duas BaSPs e os valores de VMAX e KM foram estimados, Tabela 7. 
𝑽𝟎 =  
𝑽𝑴𝑨𝑿 ∙ [𝑺]
𝑲𝑴 + [𝑺]
 Equação 11 
𝟏
𝑽𝟎
=  
𝑲𝑴
𝑽𝑴𝑨𝑿 ∙ [𝑺]
+  
𝟏
𝑽𝑴𝑨𝑿
 Equação 12 
 
Figura 27: Gráficos de Michaelis-Menten para as serina proteases da peçonha da Bothrops asper, a 
direita BaSP1 e a esquerda BaSP2, na presença e ausência de Hst 1,0 mg mL-1 
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Tabela 7: Valores dos parâmetros cinéticos para as BaSPs pura e na presença de Hst. Nota-se 
que, para ambas as enzimas, há uma diminuição nos valores de VMAX e KM quando se tem a Hst 
presente, indicando a inibição enzimática 
Parâmetros BaSP1 BaSP2 
 Pura Hst Pura Hst 
VMAX [mol dm-3 min-1] 5,24 3,65 5,91 4,09 
KM [mmol dm-3] 0,816 0,490 0,587 0,237 
 
Analisando os dados da Tabela 7, nota-se tanto para a BaSP1 quanto 
para a BaSP2 que, quando adicionada a hesperitina no meio reacional, os 
valores de VMAX e KM diminuem, indicando que houve uma inibição acompetitiva. 
Nesse tipo de inibição reversível, o inibidor, no caso a hesperitina, interage com 
o complexo enzima-substrato em um local diferente do sítio ativo, fazendo com 
que haja a diminuição nos dois parâmetros cinéticos. O aumento aparente na 
afinidade da enzima para o substrato (isto é, uma diminuição em KM) é devido à 
ligação do substrato improdutivo, resultando em uma diminuição na 
concentração livre. Se há uma diminuição de enzima livre, portanto, a metade da 
velocidade máxima (½ VMAX) será alcançada à uma concentração de substrato 
relativamente menor [Marangoni, 2003]. 
A fim de verificarmos se a hesperitina também inibe serina proteases de 
peçonhas de serpentes brasileiras, acrescentamos a peçonha da Bothrops 
jararaca aos nossos estudos.   
Figura 28: Gráficos de Lineweaver-Burk para as serina proteases da peçonha da Bothrops asper, 
a direita BaSP1 e a esquerda BaSP2, na presença e ausência de Hst 1,0 mg mL-1 
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Para não utilizar várias etapas de purificação e solventes orgânicos, como 
na cromatografia líquida de alta performance de fase reversa (RP-HLPC), 
optamos por realizar uma etapa cromatográfica, utilizando separação por troca 
iônica, CM-Sepharose, sendo que vários autores reportam a utilização dessa 
resina [Huang, Teng e Niu, 1999; Olivera et al., 1999; Zeng et al., 2013].  
Purificação e caracterização das serina proteases da B. jararaca 
Foram obtidos seis picos (A, B, C, D, E, F, G e H) na separação em 
cromatografia de troca iônica (FPLC) da peçonha da B. jararaca, Figura 29.  
 
Figura 29: Cromatografia utilizando troca iônica da peçonha total da B. jararaca. Foram obtidos 
8 picos utilizando essa técnica de separação 
Os géis de filtração de sefarose baseiam-se na cadeia de agarose, 
dispostos em feixes e com diferentes graus de reticulação intra-cadeia, Figura 
30. Para compor uma gama de matrizes rígidas, macro porosas com boa 
capacidade e baixa adsorção não-específica. A matriz mais adequada pode ser 
selecionada de acordo com o grau de resolução, capacidade de ligação e taxas 
de fluxo desejadas para a separação [GE Healthcare, 2004b]. 
 
75 
 
  
 
Figura 30: Estrutura parcial de meios de cromatografia em agarose (Sepharose). Adaptado GE 
Healthcare [2004a] 
As resinas de cromatografia de troca iônica são divididas em duas 
classes: os trocadores iônicos fortes e fracos.  
Os trocadores iônicos fortes mantêm suas características de carga em 
uma ampla faixa de pH, enquanto que os fracos são mais sensíveis a mudanças 
do potencial. O carboximetil (-CH2-COO--), ligado a sefarose (CM-Sepharose 
Fast Flow, ligante catiônico fraco), tem faixa de pH de trabalho de 6,0 a 10,0 
[Cutler, 2004]. 
Alíquotas de cada pico foram testadas com o substrato sintético BApNA e 
os picos A, C, D e E apresentaram atividade enzimática, Figura 31, significando 
que, possivelmente, há três serina proteases na peçonha da B. jararaca. 
 
Figura 31: Teste do BApNA com as frações coletadas após a cromatografia de troca iônica. Os 
picos A, C, D e E deram positivo para serina protease 
 
Confirmado os picos o quais as serina proteases foi feito um gel de SDS-
PAGE, Figura 32. 
76 
 
  
 
Figura 32: SDS-PAGE da frações C, D e E que deram positivo para o teste do BApNA. A massa 
molecular relativa das proteínas do pico C foi de 24,7 kDA, da pico D de 24,5 e 22,1 kDa, do pico 
E de 32,1 kDa 
 Assim como foi feito para o SDS-PAGE da B. asper, foi feito para o SDS-
PAGE da B. jararaca para estipular a massa molecular as proteínas dos picos C, 
D e E. As massas moleculares foram de aproximadamente 24,7 kDa pra a 
proteína do pico C, 24,5 e 22,1 kDa para as proteínas do pico D, e 32,1 kDa para 
a proteína do pico E.  
 Para confirmar as massas moleculares das proteínas de cada pico, foi 
feito um ensaio de MALDI-TOF, Figura 33. 
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Figura 33: MALDI-TOF dos picos C (canto superior esquerdo), D (canto superior direito) e E 
(centralizado). Percebe-se que todas BjSPs apresentam massas moleculares diferentes das 
quais foram calculadas e a presença de um pico intenso de 13 kDa 
 Percebe-se que a massa molecular da fração coletada no pico E tem 
massa molecular próximo de 28 kDa, e não de 32 kDa como foi estimado pelo 
SDS-PAGE. Além dessa evidência, pode-se notar que, por mais que pareça no 
gel que a proteína do pico C está pura, vê-se a presença de outra proteína de 23 
kDa. Por isso, foi necessário executar uma outra etapa de purificação, dessa vez 
utilizando uma coluna de benzamidina, Figura 34. 
 
Figura 34: Separação das serina proteases dos picos C (BjSP24, à direita) e E (BjSP27, à 
esquerda), usando uma coluna de afinidade 
Foi utilizada a coluna HiTrap Benzamidine FF (high sub), pois o inibidor 
sintético p-aminobenzamidina é usado como o ligante de afinidade para tripsina, 
serina proteases semelhantes a tripsina e zimogênios [GE Healthcare, 2004a]. 
78 
 
  
As proteases eluíram após o tampão B ser inserido na corrida. Os nomes BjSP24 
e BjSP27 foram atribuídos, pois, o MALD-TOF, Figura 33, indica que, tanto na 
amostra C, e como na D, temos a presença de uma proteína de massa molecular 
de 24 kDa; e, na amostra E uma massa molecular de aproximadamente de 28 
kDa, no entretanto a massa aproximada foi de 27,9 kDa. Foi feito um SDS-PAGE 
para verificar a pureza, Figura 35.  
 A estimação da massa molecular aproximada de acordo com os dados de 
SDS-PAGE resultou para a BjSP24 em uma massa molecular de 12 kDa e para 
BjSP27 de 35 kDa. Foi feito outro ensaio de MALDI-TOF, Figura 36. 
 
 No espectro de massas da Figura 36, podemos ver um pico de proteína, 
uma de 24,4 kDa e para outra em 27,3 kDa. Pela área do pico da BjSP24 
Figura 36: MALDI-TOF BjSP24 (à esquerda) e BjSP27 (à direita) 
Figura 35: SDS-PAGE das amostras C (BjSP24, à esquerda) e E (BjSP27, à direita) depois da 
cromatografia por afinidade 
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podemos entender o porquê não aparece no SDS-PAGE da Figura 35 uma 
banda correspondente a massa molecular de 24 kDa. 
Parry et al. [1998] foram os primeiros a resolver a estrutura tridimensional 
de uma serina protease da peçonha de serpente, o ativador de plasmingênio da 
Trimeresurus stejnegeri (do inglês: Trimeresus sejnegeri venom plasmingene 
activator, TSV-PA) e mostrar o enovelamento típica de serina proteases, que é 
uma alça de autólise (resíduos 143 - 149). Nessa alça de autólise do TSV-PA, o 
resíduo de Try151 é deslocado em uma orientação diferente, de modo que esse 
resíduo esteja longe do subsítio 2' [Le Bonniec e Libraire, 2010] (Figura 37). Essa 
alça de autólise explicaria as altas concentrações de proteínas de 13 kDa nas 
BaSPs e BjSPs. 
 
Figura 37: Estrutura 3D da TSV-PA. Percebe-se que nessa serina protease os resíduos 
catalíticos são conservados e que a quantidade de estrutura -hélice é bem inferior a quantidade 
de estruturas folhas-. Em preto temos a alça de autólise. PDB: 1BYQ 
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 Foi feito o dicroísmo circular das proteínas BjSP24 e BjSP27, Figura 38. 
 
Figura 38: CD das proteínas BjSP24 (à esquerda) e BjSP27 (à direita) 
Utilizando programa K2D3 [Louis-Jeune, Andrade-Navarro e Perez-
Iratxeta, 2012], foi feita a estimativa da porcentagem de estruturas secundárias 
das enzimas BjSP24 e BjSP27, Tabela 8. 
Tabela 8: Porcentagem de estruturas secundárias nas enzimas BjSP24 e BjSP27 
Estrutura secundária BjSP24 BjSP27 
-Hélice 8,83 % 47,05 % 
Folhas- 30,87 % 9,05 % 
Os espectros de CD foram feitos utilizando água MILLI-Q como solvente 
para atingir um comprimento de onda mais baixo de 200 nm, para não perder 
informações que se têm em menores comprimentos de onda. Para se calcular 
elipticidade molar (), foi necessário o número de aminoácidos, que foi estimado 
dividindo a massa molecular de cada proteína pela massa molecular média dos 
aminoácidos, 110 Da. E, para saber a concentração de enzima em solução, fez-
-se o micro método de Bradford, do qual resultou que a concentração de BjSP24 
é de 0,066 mg mL-1, e da BjSP27 é de 0,046 mg mL-1. 
 Na enzima BjSP24 há, predominantemente, mais estruturas de folhas-
do que -hélice; e o contrário na BjSP27, mais estruturas -hélice do que de 
folhas- Estruturas hélices apresentam dois mínimos, um mais intenso em 
222 nm e um outro menos intenso em 209 nm, e um máximo em 192 nm. Já as 
estruturas de folha-apresentam somente um mínimo em 218 nm e um máximo 
em 196 nm [Nelson e Cox, 2006]. Olhando atentamente, percebe-se que a 
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enzima BjSP24 não apresenta o mínimo por volta de 218 nm, mas um mínimo 
em 207 nm, o que não é característico de nenhuma das duas estruturas. 
Utilizando novamente a Equação 6, temos que a porcentagem da 
estrutura -hélice na BjSP24 e BjSP27 é de aproximadamente 7,7%. 
Novamente, estes valores se aproximam com o que é reportado no banco de 
dados de proteínas para serina proteases de peçonhas de serpentes. 
Experimentos de inibição das serina proteases B. jararaca 
 As Figuras 39 e 40 mostram a supressão da fluorescência das enzimas 
BjSP24 e BjSP27, respectivamente. Nota-se, conforme adicionada Hst [1,04 mg 
mL-1] no meio, ocorre uma diminuição da intensidade de fluorescência e que 
ambas proteínas têm seus espectros de fluorescência deslocados para o 
vermelho, para a enzima BjSP24 [0,290 mg mL-1], temos um deslocamento de 
14 nm e para a enzima BjSP27 [0,216 mg mL-1], temos um deslocamento de 18 
nm. Por causa das mudanças conformacionais dos microambientes proteicos, 
ocorre essa variação de intensidade, observada em ambas as Figuras. Essa 
mudança ocorre próximo aos resíduos de triptofano [Naveenraj e Anandan, 
2013]. 
Figura 39: Supressão de fluorescência da BjSP24 na presença de Hst: nota-se um deslocamento 
para o vermelho de 14 nm 
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 Com a supressão de fluorescência foi possível estudar o mecanismo de 
Stern-Volmer, Figura 41. 
 O mecanismo de supressão de fluorescência de Stern-Volmer depende 
da colisão entre a molécula de proteína excitada e a espécie supressora (Q) com 
constante de velocidade bimolecular Kq. A redução da intensidade de emissão 
de fluorescência (F), em relação à intensidade observada na ausência de 
supressor (F0), é dada pela equação de Stern-Volmer, Equação 13. 
Figura 40: Supressão da fluorescência da BjSP27 na presença de Hst: nota-se, também, um 
deslocamento para o vermelho de 18 nm 
Figura 41: Gráficos de Stern-Volmer da interação da Hst com as proteínas BjSP24 (à esquerda) 
e BjSP27 (à direita) exc = 280nm 
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(𝑭𝟎 𝑭⁄ ) = 𝟏 + 𝑲𝒒 ∙ 𝝉𝟎 ∙ [𝑸] Equação 13 
na qual,  𝝉𝟎 é o tempo de vida médio das biomoléculas na ausência de supressor 
(10-8 s); [Q]  é a concentração do supressor, e o produto 𝑲𝒒𝝉𝟎 que é conhecido 
como constante de Stern-Volmer (KSV) [Eftink et al., 2000]. 
Foram obtidas as seguintes equações a partir da Figura 41, Equações 14 
e 15, respectivamente para as proteínas BjSP24 e BjSP27. 
(𝑭𝟎 𝑭⁄ ) = 𝟏 + 𝟎, 𝟎𝟏𝟒𝟎𝟐 ∙ [𝑸] Equação 14 
(𝑭𝟎 𝑭⁄ ) = 𝟏 + 𝟎, 𝟎𝟏𝟔𝟔𝟕 ∙ [𝑸] Equação 15 
 Com as Equações 14 e 15, temos que a constante KSV para a BjSP24 é 
de 14,02 L nmol-1 e para a BjSP27 é de 16,67 L nmol-1. 
 Como a temperatura não foi variada nesse experimento, não foi possível 
determinar se o processo é dinâmico ou estático. 
  Uma vez determinados os valores das constantes Ksv para as enzimas, 
foram determinados a constante de associação e número de sítios de ligação, 
utilizando a Equação 16. 
𝐥𝐨𝐠 (
𝑭𝟎 − 𝑭
𝑭
) =  𝐥𝐨𝐠 𝑲𝒂 +  𝐧 ∙ 𝐥𝐨𝐠[𝑸] Equação 16 
na qual Ka é a constante de associação, n é o número de sítios de ligação e [Q] 
é a concentração de Hst [Moreira et al., 2015]. 
 Com a Equação 16 foram feitos os gráficos de log de ((F0-F)/F) em função 
do log[Q], Figura 42. 
Na Figura 42 pode-se notar um perfil linear nos dois gráficos e assim 
obtém-se as Equações 17 e 18 para a BjSP24 e BjSP27, respectivamente. 
𝐥𝐨𝐠 (
𝑭𝟎 − 𝑭
𝑭
) =  −𝟐, 𝟐𝟓𝟕 + 𝟏, 𝟏𝟔𝟓 ∙ 𝐥𝐨𝐠[𝑸] Equação 17 
Figura 42: Gráficos do log[(F0-F)/F] em função do log[Q], à direita BjSP24 e à esquerda BjSP27 
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𝐥𝐨𝐠 (
𝑭𝟎 − 𝑭
𝑭
) =  −𝟐, 𝟎𝟕𝟏  + 𝟏, 𝟏𝟐𝟕 ∙ 𝐥𝐨𝐠[𝑸] Equação 18 
Em ambos os sistemas, o número de sítio ligante é aproximadamente 1, 
o que evidencia que apenas uma molécula de Hst está ligada às enzimas 
[Moreira et al., 2015]. Com as Equações 17 e 18, calculou-se o valor de Ka para 
o complexo enzima-inibidor. Para BjSP24 o valor da constante de associação é 
de 5,532 nmol L-1 e, para BjSP27 é de 8,498 nmol L-1. 
 As taxas de reações químicas são altamente dependentes da 
temperatura. A temperatura afeta a constante de velocidade de uma reação, mas 
não a ordem da reação. Argumentos termodinâmicos clássicos são usados para 
derivar uma expressão para a relação entre a taxa de reação e a temperatura. 
 A mudança de energia livre no estado estacionário do molar de uma 
reação (G0) é uma função da constante de equilíbrio (K) e está relacionada a 
mudanças na entalpia de estado padrão (H0) e entropia (S0), conforme 
descrito pela Equação de Gibbs-Helmholtz [Marangoni, 2003], Equação 19. 
 Com os valores da constante de associação, pode-se calcular os da 
energia livre de Gibbs envolvidos na interação enzima-inibidor. Porém, os 
valores da variação de entalpia (H) e da variação da entropia (S) envolvidos 
na ligação enzima-inibidor não se consegue calcular, pois não foram feitos 
experimentos variando a temperatura. R é a constante dos gases 8,134 J mol-1 
K-1 e T é a temperatura absoluta (no nosso caso T = 298,15 K). 
A energia livre de Gibbs para o complexo BjSP24-Hst foi de 46,1 kJ mol-1 
e, para o complexo BjSP27-Hst, de 45,1 kJ mol-1. Esse resultado mostra que a 
interação entre enzima-inibidor não é estável. 
Assim como foi feito para as proteínas BaSPs, foi feito o ensaio enzimático 
para as proteínas BjSP24 (0,290 mg mL-1) e BjSP27 (0,025 mg mL-1). Só que, 
dessa vez, fazendo com três concentrações de Hst 1,0, 2,0 e 3,0 mg mL-1. E, 
como em acidentes envolvendo o gênero Bothrops, a vítima recebe um soro 
antibotrópico, independente da espécie desse gênero, foi utilizado o anticorpo 
anti-BaSP1 (0,225 mg mL-1) para a BjSP24 e o anticorpo anti-BaSP2 (0,175 mg 
mL-1) para a BjSP27. Assim foram estipulados os valores de KM e VMAX para as 
duas BjSPs, utilizando as Equações 11 e 12, Figuras 43 e 44. Os resultados 
desses parâmetros cinéticos encontram-se na Tabela 9. 
∆𝑮𝟎 =  −𝑹 ∙ 𝑻 ∙ 𝐥𝐧 𝑲 =  ∆𝑯𝟎 − 𝑻 ∙ ∆𝑺𝟎 Equação 19 
85 
 
  
 
 
Figura 43: Gráficos de Michaelis-Menten para a BjSP24 (A) e BjSP27 (B) na ausência e presença 
de Hst 1,0; 2,0 e 3,0 mg mL-1, e das imunoglobulinas anti-BaSP1 (A) e anti-BaSP2 (B). Pode-se 
perceber que, quando as enzimas estão na presença da Hst ou da imunoglobulina, há uma queda 
nas curvas de Michaelis-Menten, já indicando a inibição enzimática 
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Figura 44: Linearização pela equação de Lineweaver-Burk para a BjSP24 (A) e BjSP27 (B) na 
ausência e presença de Hst 1,0; 2,0 e 3,0 mg mL-1, e das imunoglobulinas anti-BaSP1 (A) e 
anti-BaSP2 (B) 
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Tabela 9: Valores dos parâmetros cinéticos para a BjSP24 e BjSP27 sem e com Hst, e o anti-
BaSP1 e o anti-BaSP2 
Sistema VMAX/ mol L-1 min-1 KM/ mmol L-1 
BjSP24 0,71  2,3 
BjSP24 + Hst 1,0 mg mL-1 0,67  2,6 
BjSP24 + Hst 2,0 mg mL-1 0,52  1,7 
BjSP24 + Hst 3,0 mg mL-1 0,56  1,9 
BjSP24 + anti-BaSP1 0,22 1,6 
BjSP27 0,41 19,1 
BjSP27 + Hst 1,0 mg mL-1 0,18 6,8 
BjSP27 + Hst 1,0 mg mL-1 0,14 4,4 
BjSP27 + Hst 3,0 mg mL-1 0,22 9,5 
BjSP27 + anti-BaSP2 0,03 0,6 
 
Podemos notar pelas Figuras 43 e 44 e pelos parâmetros cinéticos da 
Tabela 9 que, quando adicionada a Hst na concentração de 1,0 mg mL-1, esta 
funciona como um inibidor misto, somente para a BjSP24, pois o valor de KM 
aumenta e o valor da VMAX diminui. Neste tipo de inibição reversível, um 
composto pode interagir tanto com a enzima livre como com o complexo enzima-
substrato em um local diferente do sítio ativo. Isso resulta em um aparente 
decréscimo no VMAX e um aparente aumento no KM [Marangoni, 2003]. 
 Mas, quando aumentamos a concentração de Hst e adicionamos as 
imunoglobulinas, tanto VMAX e KM diminuem. Isso faz alusão de que a Hst e as 
imunoglobulinas são inibidores acompetitivo, para ambas proteínas, igual visto 
para as BaSP. 
O último ensaio realizado só para a BjSP24 (0,409 mg mL-1) com Hst (38,5 
mmol mL-1) foi o SDT NMR. O experimento de SDT NMR baseia-se no fato de 
que, para um ligante de ligação fraca (constante de dissociação, KD, variando de 
10-8 mol L-1 a 10-3 mol L-1), há troca entre o estado do ligante ligado a proteína e 
o livre. Basicamente, um experimento STD envolve a subtração de um espectro 
no qual a proteína foi seletivamente saturada (espectro on-resonance obtido por 
irradiação em uma região do espectro que contém apenas ressonâncias do 
receptor / proteína, como 0 ppm a 1 ppm) com intensidades de sinal ISAT, de um 
registro sem saturação de proteínas (espectro off-resonance), com intensidades 
88 
 
  
de sinal I0. No espectro de diferença (ISTD = I0 - ISAT) apenas os sinais do ligante 
que receberam transferência de saturação da proteína (via difusão de spin, 
através do efeito nuclear Overhauser) permaneceram [Viegas et al., 2011]. O 
espectro de SDT da Hst ligando-se a enzima BjSP24 pode ser visto na Figura 
45. 
Nota-se na Figura 45 a diminuição da intensidade dos picos nos 
deslocamentos químicos do ¹H de 6,89, 6,13 e 3,80 ppm que se referem os 
hidrogênios das posições 2’, 6’ e 5’; 8 e 4’, respectivamente, dos anéis da 
hesperitina, indicando que essa parte de molécula interage com a proteína. 
 Escolhemos a região de deslocamento químico do hidrogênio em 6,89 
ppm para calcular o parâmetro de diferença de transferência de saturação do 
spin (do inglês: Spin saturation transfer difference parameter, SSTDP).  
 A Tabela 10 mostra a intensidade das frequências on e off-resonance, e 
a diferença foi calculada utilizando a Equação 3. 
Figura 45: Espectros de SDT 1H NMR da BjSP24 na presença da Hst: nota-se a diminuição da 
intensidade dos hidrogênios de deslocamento químico em 6,89, 6,13 e 3,80 ppm 
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Tabela 10: Intensidades das frequências on e off-resonance do complexo BjSP24 - Hst e o valor 
de transferência de saturação (η) 
Tempo de saturação (s) Ioff Ion ηSSTD  
12,000 15,29 6,25 0,591 
10,000 7,58 3,73 0,508 
7,500 11,52 6,01 0,478 
2,500 11,16 9,67 0,134 
1,250 10,34 9,70 0,063 
0,625 8,21 7,97 0,029 
 Alguns pontos foram retirados, pois estavam muito fora do decréscimo 
que pode ser observado na Tabela 10. Com esses valores foi feito um gráfico de 
ηSSTD em função do tempo de saturação, Figura 46. A evolução do ηSSTD para o 
spin de um átomo A, em função do tempo de saturação do spin de um átomo B 
é dada pela Equação 20: 
𝜼𝑺𝑺𝑻𝑫 =  𝜼𝑺𝑺𝑻𝑫
𝑴𝑨𝑿 ∙ (𝟏 − 𝐞𝐱𝐩(−𝜹 ∙ 𝒕)) Equação 20 
na qual, 𝜼𝑺𝑺𝑻𝑫
𝑴𝑨𝑿  é o valor de ηSSTD no tempo de saturação infinito (estado 
estacionário do spin do inibidor), constante dinâmica) é um fator que define 
quão rápido é o estado estacionário atingido [Quirós, Angulo e Muñoz, 2015].  
 
Figura 46: Os valores η obtidos foram plotados em função do tempo de saturação 
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 Utilizando o ajuste exponencial do Origin® (versão 8.0) BoxLucas1, 
chegou-se à Equação 21, que descreve o comportamento do experimento de 
STD. 
𝜼𝑺𝑺𝑻𝑫 = 𝟏, 𝟏𝟑𝟑 ∙ (𝟏 − 𝐞𝐱𝐩(−𝟎, 𝟎𝟔𝟐𝟗 ∙ 𝒕)) Equação 21 
 O valor do tempo de saturação infinito é de 1,133 s-1 e o valor da constante 
dinâmica é de 0,0629.  
 O produto do valor de ηSSTD no tempo de saturação infinito pelo valor da 
constante dinâmica resulta na constante de taxa cinética de troca de sítio mútuo 
de dissociação (k), Equação 22 [Quirós, Angulo e Muñoz, 2015]. 
𝒌 =  𝜼𝑺𝑺𝑻𝑫
𝑴𝑨𝑿  ∙  𝜹 Equação 22 
 O valor da constante de dissociação k é de 𝟎, 𝟎𝟕𝟏𝟑 𝒔−𝟏. No entanto, a 
aparente constante de dissociação de equilíbrio enzima-inibidor (Ki) derivada de 
um inibidor irreversível é dependente da concentração de enzima, tempo de pré-
-incubação e concentração do substrato. Um verdadeiro equilíbrio Ki seria 
indiferente a todos esses fatores. Não há uma prova conclusiva, a dependência 
do tempo do efeito inibitório pode ser indicativa de irreversibilidade [Marangoni, 
2003]. 
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5. CONCLUSÃO 
 A hesperitina (Hst) foi obtida via processo de hidrólise ácida a partir da 
hesperidina (Hsd) com um rendimento de 90%. As propriedades da Hst, um 
sólido de coloração amarelo claro foram: ponto de fusão 222,16 °C, cristalino de 
sistema cúbico monoclínico e domínio do enantiômero S.  
Foram isoladas e purificadas as seguintes serina proteases BaSP1, 
BaSP2, BjSP24 e BjSP27. Elas estavam presentes em quantidades pequenas 
no veneno e foram usadas duas ou três fases em processos das suas 
purificações. Suas massas moleculares foram determinadas por MS em 24,9, 
25,0, 24,4 e 27,3 kDa, respectivamente. Apresentaram os seguintes dados de 
estruturas secundárias - -hélice 7,66%; 7,66%; 7,71% e 7,74%, e folhas- 
30,05%; 12,64; 47,05% e 9,05%, respectivamente, de acordo com os dados de 
CD. Como, também, elementos de estrutura 3D presentes, uma vez que os 
dados de fluorescência de emissão e de cinética enzimática acusaram suas 
altas atividades frente ao substrato artificial na supressão de florescência de 
cinética enzimática. 
A Hst inibiu com sucesso a ação das serina proteases, sendo que foi um 
potente inibidor para as enzimas BaSP1, BaSP2 e BjSP24, e um inibidor de 
potência media no caso de BjSB27.  
As interações da Hst e das enzimas alvo foram monitoradas por STD 1H 
NMR e fluorescência e verificou-se que Hst ocupa sítio alostérico, sendo que ela 
atua como um inibidor acompetitivo ou misto. 
As imunoglobulinas (IgG) sintetizadas para BaSP1 e BaSP2 ou 
para BaSP1 e BaSP2 mostraram ações esperadas perante as serina proteases 
da B. jararaca, BjSP24 e BjSP27. 
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ANEXO 1 
 
Figura 47: Cromatograma da Hesperitina: pode-se notar pequenos picos no início da corrida e 
um pico de alta intensidade da Hst com um tempo de retenção de 28,863 min 
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Figura 48: Primeiro composto que eluiu que foi identificado como o d-limoneno, com o tempo 
de retenção de 5,216 min 
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Figura 49: Segundo composto a eliur com tempo de retenção de 6,020 min foi o composto -
linalol 
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Figura 50: Terceiro composto a eluir com tempo de retenção de 6,836 min foi o 1,1-
dimetoxioctano 
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Figura 51: Quarto composto a eluir com o tempo de retenção de 6,979 min foi o 2,5-dimetil-2,3-
dihidrofurando 
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Figura 52: Quinto composto a eluir no tempo de retenção de 8,753 min foi o 1,1-
dimetoxidecano 
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Figura 53: Sexto, e último, composto a eluir com um tempo de retenção de 28,562 min foi a 
hesperitina 
 
